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Περίλθψθ

Ο δάκοσ τθσ ελιάσ, Bactrocera oleae, αποτελεί το πιο ςθμαντικό παράςιτο των 
ελαιόδεντρων παγκοςμίωσ. Η διαχείριςι του ςτθρίηεται αυτι τθ ςτιγμι ςτθ χριςθ χθμικϊν 
εντομοκτόνων, των οποίων οι δυςμενείσ ςυνζπειεσ κακιςτοφν αναγκαία τθν εφρεςθ νζων 
αποτελεςματικϊν μεκόδων ελζγχου. Μια υποςχόμενθ μοριακι μζκοδοσ αντιμετϊπιςισ του 
είναι το ςφςτθμα τεμαχιςμοφ του Χ χρωμοςϊματοσ (X-shredding), θ οποία παρεμβαίνει ςτο 
μθχανιςμό φυλοκακοριςμοφ υπζρ των αρςενικϊν και αποςκοπεί ςτθ δθμιουργία 
πλεονάςματοσ αρςενικϊν ατόμων και κατά ςυνζπεια τθν μείωςθ του πλθκυςμοφ λόγω 
ζλλειψθσ κθλυκϊν.

Σκοπόσ τθσ παροφςασ εργαςίασ |ταν ο σχεδιαςμόσ και θ δθμιουργία των κατάλλθλων 
γενετικϊν καταςκευϊν ϊςτε θ χριςθ τουσ να επιτρζψει τθν εφαρμογι του ςυςτιματοσ X- 
shredding στο δάκο τθσ ελιάσ. Συγκεκριμζνα, σχεδιάστθκαν δΦο φορείσ μετασχθματισμοφ 
piggyBac για κάκε μια από τισ νουκλεάςεσ Cas9 και Cpf1 αντίςτοιχα του ςυςτιματοσ 
CRISPR/Cas, οι οποίοι φζρουν όλεσ τισ απαραίτθτεσ αλλθλουχίεσ για το γενετικό 
μετασχθματισμό του B. oleae και τον τεμαχισμό του Χ χρωμοσϊματοσ του εντόμου κατά τθ 
διάρκεια τθσ σπερματογζνεσθσ. Οι γενετικζσ κατασκευζσ που ενσωματϊκθκαν στουσ 
φορείσ αυτοφσ περιλαμβάνουν μια ενδονουκλεάσθ CRISPR, το στακερό τμιμα του gRNA 
(scaffold) και τον δείκτθ μετασχθματισμοφ dsRed, υπό τον ζλεγχο κατάλλθλων ειδο-ειδικϊν 
υποκινθτϊν για τθν ζκφρασθ των παραπάνω στοιχείων, κακϊσ και τα άκρα 5’ και 3’ του 
φορζα piggyBac.

Μελλοντικζσ προσεγγίσεισ κα εστιάσουν στθν επιλογι των κατάλλθλων αλλθλουχιϊν- 
στόχων του Χ χρωμοσϊματοσ ϊστε να παραχκοφν τα αντίστοιχα συνκετικά sgRNAs ανά 
περίπτωσθ και να κλωνοποιθκοφν στουσ φορείσ μετασχθματισμοφ. Η επακόλουκθ 
μεταφορά τουσ σε ζμβρυα δάκου μζσω μικροενζσεων αναμζνεται να οδθγισει σε 
παραμόρφωσθ τθσ αναλογίασ φφλου υπζρ των αρσενικϊν και τελικά στθ δθμιουργία 
αποκλειστικά αρσενικϊν διαγονιδιακϊν μυγϊν.
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Abstract
The olive fruit fly, Bactrocera oleae, is the most important pest of olive trees worldwide. Its 
management is currently based on the use of chemical insecticides, with adverse effects 
rendering necessary the development of new effective control methods. A promising 
molecular control technique is the X chromosome shredding system (X-shredding), which 
interferes in the sex determination system in favor of males inducing an extreme male- 
biased offspring, thus leading to decreased pest population size due to the lack of females.

The aim of the present study was to design and generate appropriate genetic constructs that 
will enable the application of the X-shredding system in the olive fruit fly. Specifically, two 
transformation vectors for each of the Cas9 and Cpf1 nucleases of the CRISPR/Cas system 
respectively were designed, which carry all the essential sequences for the genetic 
transformation of B. oleae and the X chromosome destruction during spermatogenesis. The 
genetic constructs cloned in these vectors carry a CRISPR endonuclease, the gRNA constant 
region (scaffold) and the dsRed transformation marker, under the control of suitable 
species-specific promoters, as well as and the piggyBac’s 5’ and 3’ terminal repeats..

Future approaches will focus on the selection of appropriate X-specific target sequences to 
produce the corresponding synthetic sgRNAs based on each nuclease used and clone them 
into the respective transformation vector. Their subsequent transfer to the olive flies 
embryos via microinjections is expected to lead to the distortion of the sex ratio of the next 
generations towards the males and eventually to male-only transgenic flies.
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1. Ειςαγωγι

1.1 Διαχείριςη εντόμων
Σα ζντομα επθρεάηουν τθ ηωι και τθν ευθμερία των ανκρϊπων με πολλοφσ τρόπουσ, 
επειδι είτε αποτελοφν φορείσ μεταδοτικϊν αςκενειϊν είτε είναι ζντομα αγρονομικοφ 
ενδιαφζροντοσ που προκαλοφν οικονομικζσ και υλικζσ απϊλειεσ ςτθν αγροτικι παραγωγι. 
Η αντιμετϊπιςθ τουσ βαςίηεται κυρίωσ ςε χθμικά εντομοκτόνα, τα οποία παρουςιάηουν 
αρκετά μειονεκτιματα επειδι επθρεάηουν τθν δθμόςια υγεία κακϊσ και ωφζλιμα ζντομα. 
Η ςυνεχισ χριςθ τουσ οδθγεί ςε ανάπτυξθ ανκεκτικότθτασ των πλθκυςμϊν των εντόμων 
κακιςτϊντασ τα αναποτελεςματικά.

Συνεπϊσ είναι επιτακτικ| θ ανάγκθ εφρεςθσ νζων εργαλείων για τθν καταπολζμθςθ των 
εντόμων που να είναι φιλικά προσ το περιβάλλον και να ζχουν μια πιο μακροπρόκεςμθ 
βιωςιμότθτα. Ο γενετικόσ ζλεγχοσ είναι μια εναλλακτικι μζκοδοσ για τον ζλεγχο των 
εντόμων βαςιςμζνοσ ςτθν ελεγχόμενθ απελευκζρωςθ ςτείρων εντόμων, τα οποία 
ανταγωνίηονται για ςφηευξθ με τα ζντομα αγρίου τφπου με ςκοπό τθ μείωςθ των 
πλθκυςμϊν λόγω μθ γόνιμων διαςταυρϊςεων (Knipling, 1955). Η αρχικι μζκοδοσ που 
βαςίςτθκε ςτθ ςτείρωςθ με ακτινοβολία, ενιςχφκθκε τα επόμενα χρόνια με τθν εφαρμογι 
προςεγγίςεων κλαςικισ γενετικισ, ενϊ πλζον θ ανάπτυξθ νζων μοριακϊν προςεγγίςεων 
και θ χριςθ τθσ γενετικισ μθχανικισ ζδωςε τθ δυνατότθτα ανάπτυξθσ διαγονιδιακϊν 
τεχνολογιϊν για τθν καταςτολ| ενόσ πλθΚυςμοΦ εντόμων. Σε κάΚε περίπτωςθ αυτόσ ο 
τφποσ ελζγχου είναι είδο-ειδικόσ, μθ τοξικόσ και ζχει το πλεονζκτθμα πωσ τα ίδια τα 
απελευκερωμζνα ζντομα προκαλοφν τθ μείωςθ του πλθκυςμοφ.

1.2 Μέθοδοσ SIT
Η τεχνικι ςτείρου εντόμου (Sterile Insect Technique, SIT), είναι μια προςζγγιςθ φιλικι προσ 
το περιβάλλον και ειδικι για το ζντομο ενδιαφζροντοσ που πρωτοεφαρμόςτθκε ςτθν 
κοχλιόμυγα ενϊ ακολοφκθςαν πολλζσ επιτυχθμζνεσ εφαρμογζσ και ςε άλλα ζντομα. Η 
τεχνικι βαςίηεται ςτθν μαηικι εργαςτθριακι εκτροφι εντόμων και τθν επακόλουκθ 
ςτείρωςι τουσ με ακτινοβολία γ, με ςτόχο τθν μείωςθ του πλθκυςμοφ μετά από ςυνεχείσ 
απελευκερϊςεισ μεγάλου αρικμοφ αυτϊν των ςτείρων εντόμων ςε μια δεδομζνθ περιοχι 
(Knipling, 1955). Στθν SIT κυρίαρχεσ Κνθςιγενείσ μεταλλάξεισ παράγονται με τθ χρ|ςθ τθσ 
ακτινοβολίασ και θ επιτυχία τθσ μεκόδου κρίνεται από το βακμό αποτελεςματικισ ςφηευξθσ 
μεταξφ των ςτείρων αρςενικϊν και των κθλυκϊν άγριου τφπου (Robinson, 1983).
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Προςαρμόηοντασ τθ δόςθ των μεταλλαξιγόνων και τισ εφαρμοηόμενεσ διαδικαςίεσ, οι 
ερευνθτζσ ςτοχεφουν να πετφχουν ζνα βακμό χρωμοςωμικισ κραφςθσ ςτουσ αρςενικοφσ 
γαμζτεσ, ο οποίοσ κα διακόψει τθν ανάπτυξθ του εμβρφου ι κα οδθγιςει ςε ςτειρότθτα 
των απογόνων. Η δόςθ που κα δϊςει τα παραπάνω αποτελζςματα δεν πρζπει να 
προκαλζςει απϊλεια ςτθν ικανότθτα ςφηευξθσ των αρςενικϊν, οφτε αλλαγι ςτθ 
βιωςιμότθτα του ςπζρματοσ (Gould and Schliekelman, 2003).

Η αποτελεςματικι απομάκρυνςθ των κθλυκϊν πριν τθν απελευκζρωςθ των ςτείρων ςτο 
πεδίο είναι επικερδισ και ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ απαραίτθτθ, αφοφ τα ςτείρα κθλυκά 
εξακολουκοφν να ωοαποκζτουν και να προκαλοφν ηθμιά και απϊλεια ςοδειάσ. Ακόμθ ο 
διαχωριςμόσ του απελευκερωμζνου πλθκυςμοφ απαιτείται όταν τα φφλα ζχουν 
διαφορετικι ευαιςκθςία ςτθν ακτινοβολία και θ δόςθ για τθ ςτείρωςθ των κθλυκϊν είναι 
βλαβερι για τθ φυςικι κατάςταςθ των αρςενικϊν. Επιπλζον υπάρχουν και οικονομικά 
οφζλθ αφοφ ςτθ μαηικι εκτροφι το κόςτοσ των κθλυκϊν είναι ίδιο με των αρςενικϊν. Η 
απομάκρυνςι τουσ ςε ζνα αρχικό ςτάδιο τθσ ανάπτυξθσ μπορεί να μειϊςει το κόςτοσ 
εκτροφισ και διατιρθςθσ του πλθκυςμοφ. Άρα, είναι απαραίτθτθ θ ανάπτυξθ ενόσ 
ςυςτιματοσ διαχωριςμοφ φφλου (sexing system) πριν τθν απελευκζρωςθ (Robinson, 1983).

Άλλεσ τεχνικζσ γενετικοφ ελζγχου που ερευνικθκαν τισ δεκαετίεσ του 1960 και του 1970 
ϊςτε να βελτιϊςουν τθν απόδοςθ τθσ SIT είναι θ υβριδικι ςτειρότθτα (hybrid sterility), θ 
κυτταροπλαςματικι αςυμβατότθτα (cytoplasmic incompatibility), μετατοπίςεισ 
(translocations) και υπολειπόμενα κνθςιγόνα χαρακτθριςτικά (conditional lethal trais) 
(Whitten, 1985).

1.3 Μέθοδοσ RIDL
Μια διαγονιδιακι εκδοχι τθσ SIT που αναπτφχκθκε είναι θ απελευκζρωςθ εντόμων που 
φζρουν ζνα επικρατζσ κνθςιγόνο γονίδιο (Release of Insects carrying a Dominant Lethal, 
RIDL) δθλαδι το ζντομο ςτόχοσ φζρει ζνα επικρατζσ φυλοειδικό υπό όρουσ κνθςιγόνο. Η 
ςυνκικθ που κα ενεργοποιιςει το κνθςιγόνο γονίδιο δεν εντοπίηεται φυςιολογικά ςτον 
άγριο πλθκυςμό, αλλά δθμιουργείται μόνο ςτο εργαςτιριο. Σο ςφςτθμα αυτό αναπτφχκθκε 
για πρϊτθ φορά ςτθ Drosophila melanogaster ςτθν οποία ζνα επικρατζσ κνθςιγόνο γονίδιο 
ειδικό για τα κθλυκά εκφράηεται μόνο με τθν απουςία τθσ τετρακυκλίνθσ ςτθ διατροφι 
(Thomas et al., 2000). Ωςτόςο, θ ςυγκεκριμζνθ προςζγγιςθ παρουςίαηε περιοριςμοφσ ςτθν 
εφαρμογι ςε άλλα ζντομα εκτόσ τθσ D. melanogaster λόγω ζλλειψθσ ςυςτθμάτων 
ζκφραςθσ ικανά να παρζχουν κθλεο-ειδικι ζκφραςθ ςε πρϊιμα αναπτυξιακά ςτάδια. Ωσ 
εξζλιξθ τθσ αναπτφχκθκε ζνα εναλλακτικό ςφςτθμα RIDL που κα προκαλεί επιλεκτικι 
κθλεο-ειδικι κνθςιμότθτα (female specific Release of Insects carrying Dominant Lethal, 
fsRIDL) (Fu et al., 2007), χρθςιμοποιϊντασ ζνα ςφςτθμα φυλο-ειδικοφ εναλλακτικοφ 
ματίςματοσ που εξαςφαλίηει τθν ζκφραςθ του κνθςιγόνου γονιδίου αποκλειςτικά ςτα 
κθλυκά, χωρίσ τθν ανάγκθ φπαρξθσ ειδικοφ υποκινθτι για τα κθλυκά.
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1.4 Μέθοδοσ τεμαχιςμού του Χ χρωμοςώματοσ
Μια άλλθ εναλλακτικι ειδο-ειδικι προςζγγιςθ που παρεμβαίνει ςτο μθχανιςμό 
φυλοκακοριςμοφ υπζρ των αρςενικϊν και αποςκοπεί επίςθσ ςτθν παραγωγι αρςενικϊν 
αποκλειςτικά ατόμων αποτελεί το ςφςτθμα του τεμαχιςμοφ του X χρωμοςϊματοσ ι X- 
shredding. Η ιδζα βαςίςτθκε ςτθν υπόκεςθ του Hamilton το 1967 ότι ζνα ετερογαμετικό 
είδοσ κα είχε όλο και περιςςότερθ κλίςθ προσ τα αρςενικά εάν ςε κάκε γενιά ζνα 
μεταλλαγμζνο Τ χρωμόςωμα ευνοοφςε τθν μετάδοςθ του ςε ςχζςθ με το Χ χρωμόςωμα. 
Δθλαδι μια προοδευτικι μείωςθ ςτθν αναλογία των κθλυκϊν ςε ζναν πλθκυςμό κα 
προκαλοφςε μείωςθ ςτο μζγεκοσ του πλθκυςμοφ ι και ςε ακραίεσ περιπτϊςεισ τθν 
εξαφάνιςθ του, αφοφ ο αρικμόσ και θ παραγωγικότθτα των κθλυκϊν κακορίηει το 
μελλοντικό μζγεκοσ ενόσ πλθκυςμοφ (Hamilton, 1967). Παρατθρικθκε ότι ςτο Aedes 
aegypti (Newton et al., 1976) και ςτο Culex pipiens (Sweeny and Barr, 1977) υπάρχουν 
ςτοιχεία που προκαλοφν παραμόρφωςθ τθσ αναλογίασ φφλου (sex ratio distorters) και ιταν 
ικανά να παράγουν ακραίεσ αναλογίεσ φφλου με πάνω από 90% αρςενικά. Αν και δεν 
υπιρχε εξιγθςθ για τθ μοριακι βάςθ αυτϊν των «παραμορφωτϊν», κεωρικθκε ότι 
ςχετίηονται με ριξεισ ςτο Χ χρωμόςωμα κατά τθ διάρκεια τθσ μείωςθσ Ι. Σα δεδομζνα αυτά 
οδιγθςαν ςτθν ιδζα ανάπτυξθσ τεχνθτϊν sex ratio distorters ωσ μια εναλλακτικι για τον 
γενετικό ζλεγχο εντόμων.

Με τθν ανακάλυψθ ειδικϊν γονιδίων που ονομάηονται homing endonuclease genes (HEGs), 
τα οποία κωδικοποιοφν ειδικζσ ενδονουκλεάςεσ, προτάκθκε πωσ αυτά τα ζνηυμα μποροφν 
να χρθςιμοποιθκοφν για να ςτοχεφςουν ειδικά ςτο Χ χρωμόςωμα και να προκαλζςουν 
ριξεισ οδθγϊντασ ςτθν καταςτροφι του. Εάν οι ενδονουκλεάςεσ αυτζσ εκφραςτοφν ςτθ 
διάρκεια τθσ μείωςθσ κα παράγονται αποκλειςτικά αρςενικοί γαμζτεσ, παραμορφϊνοντασ 
τελικά τθν αναλογία του φφλου των απογόνων υπζρ των αρςενικϊν (Burt, 2003). 
Συγκεκριμζνα οι HEGs αποτελοΦν μια τάξθ εγωιςτικϊν γενετικϊν ςτοιχείων που βρίςκονται 
φυςικά ςε πολλά μικρόβια, μονοκφτταρουσ μφκθτεσ, βακτιρια, φυτά, πρϊτιςτα αλλά όχι ςε 
ανϊτερα ηϊα και κωδικοποιοφν για πρωτεΐνεσ που αναγνωρίηουν και κόβουν το DNA που 
περιζχει μια ειδικι αλλθλουχία νουκλεοτιδίων 18-30 bp θ οποία υπάρχει ςυνικωσ μία 
φορά ςτο γονιδίωμα. Αυτι θ αλλθλουχία βρίςκεται μόνο ςε χρωμοςϊματα που δεν 
περιζχουν το γονίδιο HEG και ακριβϊσ ςτο ςθμείο που δρα θ HEG ενδονουκλεάςθ. Ζπειτα 
από μία δίκλωνθ ριξθ ςε ζναν ετεροηυγϊτθ, ο ομόλογοσ μθχανιςμόσ επιδιόρκωςθσ του 
κυττάρου ενεργοποιείται και χρθςιμοποιεί το χρωμόςωμα που περιζχει το γονίδιο HEG ωσ 
μιτρα, και ζτςι το HEG αντιγράφεται ςτο χρωμόςωμα ςτο οποίο πριν από λίγο ιταν απόν, 
μετατρζποντασ ζναν ετεροηυγϊτθ ςε ομοηυγϊτθ (Deredec et al., 2008; Deredec et al., 2011).

Σο αρχικό ςφςτθμα X-shredding δθμιουργικθκε χρθςιμοποιϊντασ τθν ενδονουκλεάςθ HEG 
I-PpoI, θ οποία αναγνωρίηει και τζμνει τισ ριβοςωμικζσ επαναλιψεισ rDNA ςτο Anopheles 
gambiae. Οι επαναλιψεισ rDNA του A. gambiae εντοπίηονται αποκλειςτικά ςτθν 
κεντρομερικι περιοχι του Χ χρωμοςϊματοσ. Η ζκφραςθ τθσ I-PpoI κατά τθ διάρκεια τθσ 
ςπερματογζνεςθσ ςτα διαγονιδιακά κουνοφπια προκαλεί δίκλωνθ ριξθ ςτα Χ 
χρωμοςϊματα των ςπερματοηωαρίων. Η παραγωγι των γαμετϊν με το Τ χρωμόςωμα 
παραμζνει ανεπθρζαςτθ και ζτςι προκαλείται πλεόναςμα αρςενικϊν ζπειτα από τθ 
ςφηευξθ με τα κθλυκά αγρίου τφπου (Windbichler et al., 2008; Galizi et al., 2014. Η 
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διακεςιμότθτα πλζον ευζλικτων ςυςτθμάτων επεξεργαςίασ των γονιδιωμάτων, οδιγθςε τα 
επόμενα χρόνια ςτθν ανάπτυξθ μιασ εναλλακτικισ τεχνολογίασ X-shredding βαςιηόμενθ ςτθ 
χριςθ του ςυςτιματοσ CRISPR (Galizi et al., 2016). Εξαςφαλίηοντασ τθν ζκφραςθ τθσ Cas9 
κατά τθ διάρκεια τθσ ςπερματογζνεςθσ, αλλά ςτοχεφοντασ μια αλλθλουχία του rDNA του Χ 
χρωμοςϊματοσ διαφορετικι από τθν αλλθλουχία-ςτόχο τθσ I-PpoI, επιτεφχκθκε υψθλι 
παραμόρφωςθ τθσ αναλογίασ φφλου υπζρ των αρςενικϊν

Με λίγα λόγια το X-shredding είναι ζνα ςφστθμα κατά το οποίο μια RNA-καΚοδθγοΦμενθ 
νουκλεάςθ επάγει δίκλωνεσ ριξεισ ςε πολλαπλζσ κζςεισ ςτο Χ χρωμόςωμα κατά τθ 
διάρκεια τθ ςπερματογζνεςθσ καταςτρζφοντάσ το. Ωσ αποτζλεςμα, οι γαμζτεσ που φζρουν 
το Χ χρωμόςωμα είναι μθ βιϊςιμοι, ενϊ αντίκετα το λειτουργικό ςπζρμα που φζρει το 
χρωμόςωμα Τ είναι υπεφκυνο για τθν γονιμοποίθςθ των κθλυκϊν, παράγοντασ τελικά μόνο 
αρςενικοφσ απογόνουσ.

1.5 Σύγκριςη SIT/RIDL/X-shredding
Από τισ τρεισ παραπάνω μεκόδουσ, μακθματικά μοντζλα ζδειξαν ότι το X-shredding και το 
fsRIDL είναι πιο αποτελεςματικζσ από τθν SIT για τθν μείωςθ των πλθκυςμϊν των εντόμων 
(Schliekelman et al., 2005). Σο Χ-shredding υπερτερεί του ςυςτιματοσ fsRIDL καΚϊσ το X- 
shredding παράγει διπλάςια ποςότθτα διαγονιδιακϊν αρςενικϊν απογόνων από το fsRIDL.

Δφο ζννοιεσ που εξθγοφν αυτό το φαινόμενο είναι θ αναπαραγωγικι ικανότθτα (fecundity) 
και θ γονιμότθτα (fertility). Η αναπαραγωγικι ικανότθτα αναφζρεται ςτθ φυςιολογικι 
μζγιςτθ πικανότθτα ενόσ οργανιςμοφ να αναπαραχκεί και μετριζται με βάςθ τον αρικμό 
των γαμετϊν που παράγονται. Η γονιμότθτα ορίηεται ωσ θ φυςικι ικανότθτα ενόσ 
οργανιςμοφ να αναπαράγεται και μετριζται με τον αρικμό των απογόνων που παράγονται 
από τθν διαδικαςία τθσ ςφηευξθσ. Σο ςφςτθμα X-shredding επθρεάηει τθν αναπαραγωγικι 
ικανότθτα γιατί δρα πριν το ςχθματιςμό του ηυγωτοφ δθλαδι ςτον ςχθματιςμό των 
γαμετϊν, εξαλείφοντασ τα Χ ςπερματοηωάρια. Οι γαμζτεσ που απομζνουν είναι τα Τ 
ςπερματοηωάρια παράγοντασ μόνο αρςενικοφσ απογόνουσ. Αντίκετα, το fsRIDL επθρεάηει 
τθ γονιμότθτα, κακϊσ δρα ςτουσ απογόνουσ οδθγϊντασ ςτθ κνθςιμότθτα των κθλυκϊν. 
Συνεπϊσ, αφοφ στο fsRIDL τα δΦο φφλα παράγονται ςε ίςο ποςοςτό, είναι ςυγκριτικά με το 
X-shredding 50% λιγότερο αποτελεςματικό ςτο να παρζχει το ςφςτθμα με αρςενικοφσ 
τροποποιθμζνουσ απογόνουσ.

1.6 Προώποθέςεισ για την ανάπτυξη του ςυςτήματοσ X-shredding
Για να είναι εφικτι θ ανάπτυξθ και εφαρμογι του ςυςτιματοσ X-shredding ςε κάποιο 
ζντομο ενδιαφζροντοσ χρειάηεται να πλθροφνται οι εξισ προχποκζςεισ (Papathanos and 
Windbichler, 2018; Tsoumani et al., 2019):

1) Ο φυλοκακοριςμόσ του εντόμου πρζπει να προκφπτει από τα ΧΤ χρωμοςϊματα.
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2) Είναι αναγκαία θ φπαρξθ τεχνολογίασ για γενετικό μεταςχθματιςμό. Εκτόσ από τον 
κατάλλθλο εργαςτθριακό εξοπλιςμό, είναι απαραίτθτα διάφορα μοριακά εργαλεία όπωσ 
φορείσ κλωνοποίθςθσ και γονίδια αναφοράσ.

3) Πρζπει να υπάρχουν ενδογενείσ επαναλαμβανόμενεσ αλλθλουχίεσ, οι οποίεσ 
εντοπίηονται αποκλειςτικά ςτο Χ χρωμόςωμα.

4) Χρειάηεται μια ενδονουκλεάςθ ειδικι για τθν αναγνϊριςθ και τθ ριξθ των αλλθλουχιϊν 
του Χ χρωμοςϊματοσ.

5) Είναι απαραίτθτοι ειδικοί υποκινθτζσ (ρυκμιςτικά ςτοιχεία) που κα εκφράηονται κατά τθ 
διάρκεια τθσ ςπερματογζνεςθσ και κα ελζγχουν τθ δραςτικότθτα τθσ ενδονουκλεάςθσ.

Εικόνα 1.1 Σχθματικι απεικόνιςθ των προχποκζςεων για τθν εφαρμογι του ςυςτιματοσ X-shredding 
(Tsoumani et al., 2019)

1.6.1 XY φυλοκαθοριςμόσ

Τπάρχουν πολλά είδθ ςυςτθμάτων κακοριςμοφ φφλου, το οποίο μπορεί να κακορίηεται 
γενετικά ι ςε απάντθςθ με τα περιβαλλοντικά ςιματα όπωσ θ κερμοκραςία ι οι κοινωνικζσ 
ςυνκικεσ. Ο γενετικόσ κακοριςμόσ φφλου ςυνικωσ εκφράηεται κατά τθ διάρκεια του 
ηυγωτοφ και καΚοριστικό ρόλο παύουν τα φυλετικά χρωμοσϊματα Στα περισσότερα είδθ 
τα XY φυλετικά χρωμοςϊματα κακορίηουν το αρςενικό άτομο και τα ΧΧ το κθλυκό. Ωςτόςο 
αυτό δεν αποτελεί κανόνα και σε αρκετά είδθ το ετερογαμετικό φφλο είναι αυτό του 
κθλυκοφ συχνά αναπαριστϊντασ αυτό το σφστθμα φυλοκακορισμοφ με τα σφμβολα ZW. 
Στα συστ|ματα φυλοκαΚορισμοΦ με ΧΤ χρωμοσϊματα το Κθλυκό δίνει πάντα το Χ 
χρωμόσωμα με τον γαμζτθ του που είναι το ωάριο και το αρσενικό δίνει ζνα Χ χρωμόσωμα 
ι ζνα Τ χρωμόσωμα με το σπερματοηωάριο.
Για τθν εφαρμογι του συστιματοσ X-shredding απαραίτθτθ προχπόκεσθ είναι το φφλο να 
καΚορίηεται γενετικά με XY φυλοκαΚορισμό. Στο X-shredding θ παρεμβολ| γίνεται στο 
αναπαραγωγικό σφστθμα και χρειάηεται να υπάρχει ζνασ τρόποσ διαχωρισμοφ του κθλυκοφ 
από το αρσενικό το οποίο πετυχαίνεται από τα χρωμοσϊματα ΧΤ. Σο τελικό αποτζλεσμα 
του X-shredding είναι να τεμαχίσει το Χ χρωμόσωμα στα σπερματοηωάρια ϊστε μόνο τα 
σπερματοηωάρια με το Τ χρωμόσωμα να είναι ικανά για γονιμοποίθσθ των Κθλυκϊν, 
δίνοντασ πάντα ΧΤ απόγονο. Στθν παροΦσα εργασία το ζντομο ενδιαφζροντοσ είναι ο δάκοσ 
τθσ ελιάσ του ο οποίου ο φυλοκαΚορισμόσ γίνεται με τα χρωμοσϊματα ΧΤ και συνεπϊσ 
είναι εφικτι θ ανάπτυξθ του συστιματοσ X-shredding σε αυτό τον οργανισμό.
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1.6.2 Τεχνολογύα γενετικού μεταςχηματιςμού

Η πρϊτθ επιτυχθμζνθ προςπάκεια γενετικοφ μεταςχθματιςμοφ ςτα ζντομα ζγινε το 1982 
ςτθ Drosophila Melanogaster (Rubin and Spradling, 1982), με ζνα ςφςτθμα που 
αναπτφχκθκε με βάςθ το μετακετό ςτοιχείο P. Ωςτόςο αυτό το ςφςτθμα δεν μποροφςε να 
λειτουργιςει ςε οργανιςμοφσ που δεν άνθκαν ςτθν οικογζνεια των Δροςοφιλίδων και ζτςι 
μετά από 13 χρόνια καταφζρκθκε και ζγινε ο μεταςχθματιςμόσ ςτθν Ceratitis capitata 
(Loukeris et al., 1995). Πλζον υπάρχουν τζςςερα διαφορετικά ςυςτιματα γενετικοφ 
μεταςχθματιςμοφ, πζρα από αυτά που ζχουν δθμιουργθκεί για τθ D. melanogaster, και όλα 
βαςίηονται ςτισ κινθτικζσ ιδιότθτεσ των μετακετϊν ςτοιχείων τθσ τάξθσ ΙΙ. Αυτά 
μετακζτονται μζςω του μθχανιςμοφ αποκοπισ και επικόλλθςθσ (cut-and-paste) και είναι τα 
εξισ: το Hermes (O’ Brochta et al.,1995), το mariner (Lampe et al.,2000), το Minos (Loukeris 
et al.,1995) και το piggyBac (Fracer, 2000). Σα ςυςτιματα αυτά είναι χριςιμα για τθ 
δθμιουργία φορζων γιατί είναι απλά ςυςτιματα αναςυνδυαςμοφ και χρειάηονται μόνο ζνα 
ςτοιχείο που κωδικοποιεί τθν πρωτεΐνθ τθσ τρανςποηάςθσ. Η τρανςποηάςθ ςυνικωσ 
παρζχεται από τθν παροδικι ζκφραςθ του γονιδίου τθσ τρανςποηάςθσ από ζναν βοθκθτικό 
μθ ενςωματωμζνο φορζα, ο οποίοσ ειςάγεται με ζνεςθ ςτα προβλαςτοδερμικά ζμβρυα 
μαηί με τον κφριο φορζα.

Η τεχνολογία του γενετικοφ μεταςχθματιςμοφ βαςίηεται ςε βιϊςιμεσ φυςικζσ και 
βιολογικζσ μεκόδουσ για τθ μεταφορά των διαγονιδίων ςτα κφτταρα και τελικά ςτον 
πυρινα. Για ςτακερό μεταςχθματιςμό εντόμων ο ςτόχοσ τθσ ειςαγωγισ του DNA είναι τα 
βλαςτικά κφτταρα. Ο μεταςχθματιςμόσ τθσ γαμετικισ ςειράσ απαιτεί τθ μεταφορά του DNA 
που περιζχει το διαγονίδιο ςε πρϊιμα αναπτυξιακά ςτάδια, κατά τα οποία τα πρόδρομα 
κφτταρα τθσ γαμετικισ ςειράσ, που ονομάηονται πολικά κφτταρα, μεταναςτεφουν ςτον 
οπίςκιο πόλο του εμβρφου. Οι μζκοδοι ειςαγωγισ του DNA ςτουσ πυρινεσ των πολικϊν 
κυττάρων ζχουν ςθμαντικό αντίκτυπο ςτθν αποτελεςματικότθτα και ςτθν εφαρμογι των 
διαγονιδιακϊν τεχνολογιϊν και θ επιλογι τουσ βαςίηεται ςτα φυςιολογικά και αναπτυξιακά 
χαρακτθριςτικά του εντόμου ςτόχου. Η διαδικαςία τθσ μικροζνεςθσ των γενετικϊν 
καταςκευϊν αποτελεί τθν πιο δθμοφιλι μζκοδο ςτισ περιπτϊςεισ γενετικοφ 
μεταςχθματιςμοφ των περιςςότερων δίπτερων. Οι μικροενζςεισ πραγματοποιοφνται με 
μικροχειριςτζσ χρθςιμοποιϊντασ λεπτζσ γυάλινεσ βελόνεσ ςτον οπίςκιο πόλο του 
γονιμοποιθμζνου ωαρίου. Σο κυριότερο πρόβλθμα κατά τθ διαδικαςία τθσ μικροζνεςθσ 
είναι θ ζγκαιρθ ειςαγωγι του νζο-ειςαχκζντοσ DNA πριν το ςχθματιςμό των κυτταρικϊν 
μεμβρανϊν, ενϊ κρίςιμα είναι και τα ιδιαίτερα μορφολογικά χαρακτθριςτικά των εμβρφων 
(αυγϊν) μεταξφ διαφορετικϊν ειδϊν εντόμων που μπορεί να οδθγιςουν ςτο κάνατο των 
ενεμζνων αυγϊν.
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1.6.3 Redkmer

Η τρίτθ προχπόκεςθ για τθν ανάπτυξθ του ςυςτιματοσ X-shredding είναι θ φπαρξθ μιασ 
επαναλαμβανόμενθσ αλλθλουχίασ που εντοπίηεται αποκλειςτικά ςτο Χ χρωμόςωμα. Σο X- 
shredding εφαρμόςτθκε για πρϊτθ φορά ςτο Anopheles gambiae, ςτου οποίου το φυλετικό 
Χ χρωμόςωμα εντοπίηονται αποκλειςτικά εκατοντάδεσ αντίγραφα του 28S rDNA, και 
αποτελεί ιδανικ| αλλθλουχία DNA-ςτόχου για τεμαχιςμό από μια νουκλεάςθ. Ωςτόςο 
επειδι αυτι θ διάταξθ του rDNA δεν υπάρχει ςτθν πλειοψθφία των εντόμων, είναι δφςκολθ 
θ εφρεςθ κατάλλθλθσ αλλθλουχίασ-ςτόχο ςε άλλουσ οργανιςμοφσ. Ακόμθ οι 
επαναλαμβανόμενεσ αλλθλουχίεσ που είναι ιδανικζσ για ςτόχευςθ μζςω του ςυςτιματοσ 
X-shredding είναι εκ των πραγμάτων αποφςεσ από τισ ςυναρμολογιςεισ γονιδιωμάτων 
υψθλισ ποιότθτασ. Οι περιοριςμοί αυτοί οδιγθςαν ςτθν ανάγκθ για τθν ανάπτυξθ μιασ 
μεκοδολογίασ που κα επιτρζπει τθν αναγνϊριςθ τζτοιων επαναλαμβανόμενων 
αλλθλουχιϊν.

Προσ τθν κατεφκυνςθ αυτι αναπτφχκθκε θ βιοπλθροφορικι μζκοδοσ Redkmer (Repeated 
Element Database k-mer) που εξαςφαλίηει τον εντοπιςμό επαναλαμβανόμενων 
αλλθλουχιϊν του Χ χρωμοςϊματοσ χωρίσ να είναι απαραίτθτθ θ φπαρξθ ςυναρμολόγθςθσ 
του γονιδιϊματοσ του οργανιςμοφ ενδιαφζροντοσ (Papathanos and Windbichler, 2018). 
Μπορεί και εντοπίηει μικρζσ αλλθλουχίεσ μικουσ 25 nt (kmers) ειδικζσ για το Χ χρωμόςωμα 
ςε είδθ με ΧΤ αρςενικό καρυότυπο που κα αποτελζςουν τισ αλλθλουχίεσ-ςτόχουσ για τισ 
RNA-καΚοδθγοΦμενεσ ενδονουκλεάςεσ του ςυςτ|ματοσ CRISPR/Cas.

Οι τρεισ βαςικζσ αρχζσ τθσ μεκόδου για τον εντοπιςμό και τθν επιλογι ςτόχου είναι οι 
ακόλουκεσ:

1) Αρχικά τα kmers του Χ χρωμοςϊματοσ εντοπίηονται με βάςθ τθν εκτίμθςθ τθσ 
διαφορικισ αντιπροςϊπευςθσ ςτα δεδομζνα WGS (Whole Genome Sequencing) κθλυκϊν 
προσ τισ αρςενικζσ αναγνϊςεισ, δθλαδι με το χρωμοςωμικό ςυντελεςτι CQ ( chromosome 
quotient).

2) Σα kmers που εντοπίηονται ςε άλλα χρωμοςϊματα ακολοφκωσ αποκλείονται.

3)Σα kmers τα οποία είναι τα πιο άφκονα και ςυγχρόνωσ παρουςιάηουν ειδικότθτα για το Χ 
χρωμόςωμα επιλζγονται.

Σα δεδομζνα που χρειάηονται για το Redkmer ωσ πλθροφορίεσ ειςόδου είναι δεδομζνα 
WGS (Whole Genome Sequencing) ςε μακρζσ ενόσ μορίου αναγνϊςεισ (long reads, Pacbio) 
αρςενικϊν ατόμων , μικρζσ αναγνϊςεισ μικουσ 100 nt (short reads, Illumina) από 
βιβλιοκικεσ κθλυκϊν και αρςενικϊν ατόμων και ζνα αρχείο ςε μορφι fasta με το 
μιτοχονδριακό γονιδίωμα αναφοράσ.

Συνοπτικά, θ μζΚοδοσ ζχει ωσ εξισ: Αρχικά απορρίπτονται οι αναγνϊςεισ που προζρχονται 
από το μιτοχονδριακό γονιδίωμα. Ζπειτα οι μικρζσ αναγνϊςεισ τθσ Illumina ςτοιχίηονται 
ςτισ μεγάλεσ αναγνϊςεισ τθσ Pacbio και με βάςθ τθ ςυχνότθτα υπολογίηεται θ αναλογία CQ. 
Με αυτόν τον δείκτθ προβλζπεται θ χρωμοςωμικι προζλευςθ, με τισ αλλθλουχίεσ που 
προζρχονται από το Χ χρωμόςωμα να χαρακτθρίηονται από CQ~2, τισ αλλθλουχίεσ που 
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προζρχονται από αυτοςωμικά χρωμοςϊματα να χαρακτθρίηονται από CQ~ 1 και τισ Τ- 
ειδικζσ αλλθλουχίεσ να χαρακτθρίηονται από CQ~0. Με βάςθ τισ τιμζσ αναλογιϊν CQ 
δθμιουργοφνται ακολοφκωσ οι τρεισ διακριτοί χρωμοςωμικοί κάδοι (‘chromosome- 
derived bins’) και οι αναγνϊςεισ ομαδοποιοφνται ςτον κατάλλθλο κάδο (Χ, αυτοςωμικόσ,Τ) 
με βάςθ τα CQ τουσ. Σε επόμενο β|μα οι αναγνϊςεισ τθσ Illumina τμθματοποιοΦνται ςε 
μικρότερεσ αλλθλουχίεσ που αποτελοφν τα kmers. Σα kmers από τθ κθλυκι και τθν 
αρςενικι βιβλιοκικθ ανακατεφονται και υπολογίηεται το CQ του κάκε kmer. Ακολοφκωσ, 
τα kmers που προζρχονται από τον αυτοςωμικό και τον Τ κάδο αποκλείονται. Σα kmers που 
προζρχονται από τον Χ κάδο ελζγχονται ωσ προσ τθν φπαρξθ πικανϊν μθ ειδικϊν-ςτόχων 
(off-targets) ςε άλλα χρωμοςϊματα με βάςθ τον αυτοςωμικό και τον Τ κάδο.

Ωσ τελικι πλθροφορία εξόδου θ μζκοδοσ παράγει μια λίςτα με τα kmer που εντοπίηονται 
αποκλειςτικά ςτο χρωμόςωμα Χ κακϊσ και τθ ςυχνότθτα εμφάνιςισ τουσ. Εκτόσ από τισ 
αλλθλουχίεσ των 25 nt των kmer περιλαμβάνονται και οι παρακείμενεσ αλλθλουχίεσ ϊςτε 
να είναι εφικτι θ επιλογι του κατάλλθλου kmer με βάςθ το επικυμθτό μοτίβο PAM 
ανάλογα με τθν ενδονουκλεάςθ που κα χρθςιμοποιθκεί ςτο ςφςτθμα CRISPR (Papathanos 
and Windbichler, 2018).

minimum lengtr tftnr

- PTiCMi * <y or-wget meichas to ncn-x txns

meojad k-m#·»

of candidate X-kmers

- Generale kmer rwuks.txt dspjtying all data from Redkmar far each kmer 
- Generate candrdateXkmers teste and ttt he

Produ» data fer porting

• Process » ot makhea Ιο X and non-X bins per kmer 
• Sated kmers mappng to X cnranwomel bn > XS 
- Generate Xkw.'s fas»

I ■ ■ X enron-oaorr» CQ -2

■ ■ Autosomal CQ - 1

■ V chromosonw CQ - 0

target sequence
■ i’-AAAAGACATCdTATrKTAKKCAACCACTS-) 
It · -iiACAICCCTTCGTACCCGAAOC NXCTOTC- J

9 · - AAAAGACATCGrTTAGCASACXiWAAAOVJ- » 
■ i’-TTAOSMATCTroCACTATCAATOGCC^S-J 
15 ■ - GCAAGACATCA.WXAAGOuCCTCGAA?:- J

s * - accacm:ATGACAAAATICCATAAQCCAJC- J 
■ 5 ■ - AACTGACΑΤΟλβΑΤΤΑΠΤACAACTAGA C .3

Modutes4-5. Generate and process kmers
-»■■■■ k-mem from mates

-· ■ ■ ■ «-mers from femates

WGS long reads from males (e.g Pacflio)

Module 1. Quality filtering and control

Modules2-3. Generate chromosome bins

tomalo librarymale library

WGS short reads (e.g Illumina) mitochondrial genome red kmer
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Εικόνα 1.2 Σχθματικι απεικόνιςθ όλων των βθμάτων για το Redkmer (Papathanos and Windbichler, 2018)
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1.6.4 Το ςύςτημα CRISPR/ Cas

Σο ςφςτθμα CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/ CRISPR 
associated proteins) είναι ζνα φυςικό προςαρμοςτικό ανοςοποιθτικό ςφςτθμα ςτα 
περιςςότερα βακτιρια και αρχαία. Σο CRISPR/Cas ςφςτθμα αποτελείται από γονίδια Cas 
που οργανϊνονται ςε οπερόνια και μια ςυςτοιχία CRISPR που περιζχει μοναδικζσ 
αλλθλουχίεσ που ςτοχεφουν γονιδιϊματα οι οποίεσ ονομάηονται spacers που 
παρεμβάλλονται από πανομοιότυπεσ επαναλιψεισ (repeats). Σο ςφςτθμα CRISPR-Cas 
βοθκάει τον ξενιςτι του να καταπολεμιςει βακτθριοφάγουσ και άλλα ξζνα κινθτά γενετικά 
ςτοιχεία, όπωσ πλαςμίδια (Ishino et al., 1987; Mojica et al., 2005; Barrangou et al., 2007).

Εικόνα 1.3 Η οργάνωςθ του γενετικοφ τόπου CRISPR (Doudna and Charpentier, 2014)

Η αμυντικι ικανότθτα του CRISPR περιλαμβάνει τρία ςτάδια. Σο πρϊτο είναι θ προςαρμογι 
(adaptation) κατά το οποίο μικρά τμιματα DNA ομόλογα ςε ιικζσ ι πλαςμιδιακζσ 
αλλθλουχίεσ ενςωματϊνονται ςτον γενετικό τόπο CRISPR. Κάκε ενςωμάτωςθ ςυνοδεφεται 
και από τον διπλαςιαςμό μιασ επανάλθψθσ και ζτςι δθμιουργείται μια καινοφρια μονάδα 
spacer-επανάλθψθσ. Η επιλογι του πρόδρομου spacer (proto-spacer) από το νζο-ειςαχΚζν 
DNA κακορίηεται από τθν αναγνϊριςθ του μοτίβου δίπλα από το proto-spacer ι αλλιϊσ τθν 
αλλθλουχία PAM (Proto-spacer Adjacent Motif). Οι αλλθλουχίεσ PAM ζχουν μικοσ μερικά 
νουκλεοτίδια και διαφζρουν μεταξφ των διάφορων τφπων του ςυςτιματοσ CRISPR. Σο 
δεφτερο ςτάδιο είναι θ ζκφραςθ (expression) κατά το οποίο ζνα μακρφ πρόδρομο 
μετάγραφο από τον τόπο του CRISPR (pre-crRNA) παράγεται και επεξεργάηεται ςε μικρά

Εικόνα 1.4 Τα τρία ςτάδια του CRISPR. Προςαρμογι τμθμάτων του ιοφ ςτο γενετικό τόπο του CRISPR 
(αριςτερά). Έκφραςθ και παρεμβολι ζπειτα από επαναμόλυνςθ ςτον ίδιο ιό (δεξιά), (Ishino et al., 2018)
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crRNAs. Αυτό το βιμα καταλφεται από ενδοριβονουκλεάςεσ που είτε λειτουργοφν ωσ 
υπομονάδα ενόσ μεγαλφτερου ςυμπλόκου είτε ωσ μεμονωμζνα ζνηυμα. Σο τρίτο ςτάδιο 
είναι θ παρεμβολι (interference) κατά το οποίο το ξζνο DNA ςτοχεφεται και τζμνεται εντόσ 
τθσ αλλθλουχίασ proto-spacer. Σα crRNA οδθγοφν τα αντίςτοιχα ςφμπλοκα των πρωτεϊνϊν 
Cas ςτθ ςυμπλθρωματικι αλλθλουχία ςτόχο των ιϊν ι των πλαςμιδίων που ταιριάηουν ςτα 
spacer. Οι αλλθλουχίεσ PAM παίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτο ςτάδιο τθσ παρεμβολισ 
(Makarova et al., 2011).

Όταν ζνασ ιόσ επιτεκεί ςε ζνα βακτιριο, τμιματα από το ιϊκό γονιδίωμα ειςζρχονται ςτθν 
αλλθλουχία του τόπου CRISPR του βακτθρίου και δρα ωσ μνιμθ, δθλαδι ςε μια 
επαναμόλυνςθ από τον ίδιο ιό, το βακτιριο αναγνωρίηει τον ιό χρθςιμοποιϊντασ αυτι τθ 
μνιμθ και με ειδικζσ ενδονουκλεάςεσ Cas, το βακτιριο προκαλεί δίκλωνθ ριξθ ςτο 
γονιδίωμα του ιοφ και τον απενεργοποιεί (Mohammadzadeh et al., 2020).

Η τάξθ 1 του ςυςτιματοσ CRISPR λειτουργεί με ςυμπλζγματα τελεςτϊν πολλϊν 
υπομονάδων που αποτελοφνται από 4 ωσ 7 Cas πρωτεΐνεσ , ενϊ θ τάξθ 2 χρθςιμοποιεί μία 
τελεςτι πρωτεΐνθ θ οποία περιζχει πολλζσ επικράτειεσ (Ishino et al., 2018). Βρζκθκε ότι 
αποκλειςτικά θ δράςθ τθσ πρωτεΐνθσ Cas9 είναι ικανι να προκαλζςει παρζμβαςθ ςε 
πλαςμίδιο ςτο E. coli (Sapranauskas et al., 2011), ςυνεπϊσ πυροδοτικθκε μεγάλο 
ενδιαφζρον και προζκυψαν αρκετζσ μελζτεσ για αυτιν και το ςφςτθμα CRISPR/Cas9 ζγινε 
ζνα από τα πιο ςθμαντικά εργαλεία τθσ μοριακισ βιολογίασ.

1.6.4.1 Ενδονουκλεϊςη Cas9

Η Cas9 είναι μια ενδονουκλεάςθ που ανικει ςτθν τάξθ 2 και ςτον τφπο ΙΙ του ςυςτιματοσ 
CRISPR. Η Cas9 περιζχει επικράτειεσ ομόλογεσ προσ τισ ενδονουκλεάςεσ HNH και RuvC 
(Jinek et al., 2012). Κάκε μία επικράτεια τζμνει από μία ζλικα του DNA. Η Cas9 χρειάηεται 
δΦο αλλθλουχίεσ RNA-οδθγοΦσ και χρθςιμοποιεί το ςφμπλοκο tracrRNA-crRNA για να 
κατευκφνει τθ ριξθ του DNA. Σο tracrRNA (trans-activating crRNA) είναι ζνα μικρό RNA το 
οποίο κωδικοποιείται ανοδικά τθσ περιοχισ CRISPR, είναι ςθμαντικό για τθν ωρίμανςθ του 
crRNA από τθν ριβονουκλεάςθ ΙΙΙ και τθν Cas9 και μετζπειτα ςτο ςτάδιο τθσ παρεμβολισ 
για να οδθγιςει τθν Cas9 ςτο ςτόχο τθσ. Σο ςφμπλοκο του tracrRNA-crRNA ςχθματίηεται 
γιατί το tracrRNA περιζχει αλλθλουχία ςυμπλθρωματικι με ζνα μζροσ του crRNA, το οποίο 
προζρχεται από τθν αλλθλουχία επανάλθψθσ (repeat). Σο υπόλοιπο μζροσ του crRNA 
προζρχεται από τθν αλλθλουχία spacer και είναι ςυμπλθρωματικό ςτθν αλλθλουχία-ςτόχο 
του ξζνου DNA. Συγκεκριμζνα, θ ςτόχευςθ του DNA απαιτεί ηευγάρωμα βάςεων μεταξφ του 
crRNA και τθσ αλλθλουχίασ-ςτόχου, κακϊσ και τθν παρουςία τθσ μικρισ αλλθλουχίασ PAM 
δίπλα από τθν αλλθλουχία-ςτόχο ςτο DNA
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Εικόνα 1.5 Ο γενετικόσ τόποσ του CRISPR/Cas9 και όλα τα ςτάδια ζκφραςθσ και επεξεργαςίασ μζχρι και το 
ςτάδιο τθσ παρεμβολισ (Mohammadzadeh et al., 2020)

Η HNH επικράτεια προκαλεί ριξθ ςτον κλϊνο του DNA που είναι ςυμπλθρωματικόσ του 
crRNA, ενϊ θ επικράτεια RuvC κόβει τον μθ ςυμπλθρωματικό κλϊνο. Η Cas9 από το 
Streptococcus pyogenes αναγνωρίηει τθν αλλθλουχία PAM 5’-NGG-3’, θ οποία βρίςκεται μία 
βάςθ κακοδικά (downstream) τθσ αλλθλουχίασ πρόςδεςθσ του crRNA (Doudna and 
Charpentier, 2014). Σο ςφμπλοκο tracrRNA-crRNA είναι εφικτό να ςχεδιαςτεί ωσ ζνασ μονόσ 
οδθγόσ RNA (single guide RNA, sgRNA). Αυτι θ χιμαιρικι καταςκευι περιζχει ςτο 5’ άκρο 
τθν αλλθλουχία αναγνϊριςθσ-ςτόχο και ακολουκεί μία δομι φουρκζτασ (hairpin) 
διατθρϊντασ τισ αλλθλεπιδράςεισ του ηευγαρϊματοσ βάςεων που ςυμβαίνουν μεταξφ του 
tracrRNA και του crRNA ϊςτε να δεςμεφεται αποτελεςματικά θ Cas9 (Jinek et al., 2012).

Εικόνα 1.6 Το ςφμπλοκο crRNA-tracrRNA κατά τθ διάρκεια τθσ παρεμβολισ (αριςτερά). Η χιμαιρικι 
καταςκευι του sgRNA κατά τθ διάρκεια τθσ παρεμβολισ (Doudna and Charpentier, 2014)
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1.6.4.2 Ενδονουκλεϊςη Cpf1

Μια ενδονουκλεάςθ του ςυςτιματοσ CRISPR που ανακαλφφκθκε πιο πρόςφατα προςφζρει 
νζεσ ιδιότθτεσ και ενδιαφζρον. Πρόκειται για τθ Cpf1 (Cas12a) θ οποία ανικει ςτθν τάξθ 2 
και ςτον τφπο V, είναι μια μεγάλθ πρωτεΐνθ 1300 περίπου αμινοξζων και πιρε το όνομά τθσ 
από τα βακτιρια από τα οποία απομονϊκθκε δθλαδι CRISPR από το Prevotella και το 
Francisella 1 (Zetsche et al., 2015). H Cpf1 περιζχει μια επικράτεια ενδονουκλεάςθ RuvC θ 
οποία είναι υπεφκυνθ και για τισ δφο ριξεισ που προκαλεί ςτο DNA. Η ςυςτοιχία CRISPR 
επεξεργάηεται ςε μικρά ϊριμα crRNA χωρίσ τθ βοικεια άλλου RNA (tracrRNA), οφτε τθσ 
RNAάςθσ ΙΙΙ, αφοφ θ κατάλυςθ του πρόδρομου crRNA γίνεται από τθν ίδια τθ Cpfl θ οποία 
ζχει ενδογενι δραςτικότθτα ριβονουκλεάςθσ. Σο ϊριμο crRNA τθσ Cpf1 αποτελείται από 
42-44 νουκλεοτίδια, από τα οποία 19 νουκλεοτίδια προζρχονται από τθν επανάλθψθ και 
δθμιουργοφν μια μικρι κθλιά και 23-25 νουκλεοτίδια προζρχονται από τθν αλλθλουχία 
spacer. Η αλλθλουχία PAM που αναγνωρίηουν τα ζνηυμα που ανικουν ςτθν οικογζνεια τθσ 
Cpf1 είναι πλοφςια ςε κυμιδίνεσ αλλά μπορεί να διαφζρει ο ςυνολικόσ αρικμόσ των 
κυμιδινϊν. Η Cpf1 αναγνωρίηει το μοτίβο PAM 5’-TTTV-3’ που βρίςκεται ανοδικά του spacer 
ςτθν αλυςίδα ςτόχο και τζμνει το DNA ςτόχο ςε μακρινι απόςταςθ από το τζλοσ τθσ PAM 
παράγοντασ κολλϊδθ άκρα (Safari et al., 2019; Zetsche et al., 2015).

single 
CRISPR 
guide 
RNA

51 T-rich 
PAM

Εικόνα 1.7 Το ηευγάρωμα των βάςεων του sgRNA, θ αναγνϊριςθ του μοτίβου 
PAM τθσ Cpfl κατά τθ διάρκεια τθσ παρεμβολισ (Zetsche et al., 2015)

1.6.4.3 Διαφορϋσ Cas9 & Cpf1

Οι ενδονουκλεάςεσ Cas9 και Cpf1 ανικουν και οι δφο ςτθν τάξθ 2 του ςυςτιματοσ CRISPR, 
μοιράηονται κάποια κοινά χαρακτθριςτικά αλλά ζχουν διακριτζσ ιδιότθτεσ. Η πρϊτθ τουσ 
διαφορά είναι ότι κατά τθ βιοςφνκεςθ του crRNA, το pre-crRNA ςτθν Cas9 απαιτεί ζνα 
μόριο tracrRNA και επεξεργάηεται από τθν RNAse III, ενϊ θ επεξεργαςία του pre-crRNA ςτθ 
Cpfl καταλΦεται από τθν ίδια τθ Cpfl και δεν απαιτεί κάποιο άλλο μόριο RNA. Σε 
περίπτωςθ πολλαπλισ ςτόχευςθσ ςε διαφορετικά ςθμεία ταυτόχρονα με τθ μζκοδο 
multiplex, τα gRNAs μποροφν να εκφραςτοφν ςε ζναν φορζα ωσ ζνα μετάγραφο το οποίο θ 
Cpfl κα επεξεργαςτεί ακολοφκωσ το κάκε crRNA. Η εφαρμογι τθσ μεκόδου Multiplex με 
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τθν Cas9 κα απαιτοφςε κάκε gRNA να εκφραςτεί από διαφορετικό φορζα ι κάκε gRNA να 
ζχει το δικό του υποκινθτι αν εκφράηονταν από τθν ίδια καταςκευι (Swarts and Jinek, 
2017).

Ζνα επόμενο ςθμείο διαφοροποίθςθσ εντοπίηεται ςτο crRNA κάκε ενδονουκλεάςθσ. Σο 
ϊριμο crRNA τθσ Cpfl είναι μικρότερο ςε μ|κοσ από τθσ Cas9. Σε εφαρμογζσ για τθν 
επεξεργαςία του γονιδιϊματοσ, το gRNA για τθ Cpf1 είναι περίπου 43 nt ενϊ για τθν Cas9 
είναι περίπου 100 nt αφοφ θ Cas9 απαιτεί και ζνα tracrRNA μόριο, το οποίο ςυγχωνεφεται 
ςτθ δθμιουργία του gRNA με το crRNA. Αυτό πρακτικά ςθμαίνει πωσ είναι πιο εφκολθ και 
φκθνότερθ θ in vitro ςφνκεςθ gRNA για τθ Cpf1 (Nakade et al., 2017).

Μια τρίτθ διαφορά εντοπίηεται ςτα χαρακτθριςτικά των αλλθλουχιϊν PAM και ςτα ςθμεία 
δθμιουργίασ ριξεων. Η Cas9 αναγνωρίηει αλλθλουχίεσ PAM πλοφςιεσ ςε γουανίνθ και 
βρίςκεται ςτο 3’ άκρο του crRNA, ενϊ θ Cpf1 αναγνωρίηει αλλθλουχίεσ PAM πλοφςιεσ ςε 
κυμίνθ και βρίςκεται ςτο 5’ άκρο του crRNA. Η Cpf1 τζμνει το DNA μακριά από τθν 
αλλθλουχία PAM ενϊ θ Cas9 προκαλεί ριξθ αμζςωσ μετά τθ PAM. Αυτό ςθμαίνει πωσ θ 
Cpf1 μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για πολλοφσ επακόλουκουσ γφρουσ ριξεων ζχοντασ ωσ 
αλλθλουχία ςτόχο τθν ίδια περιοχι και PAM αφοφ οι προςκικεσ ι οι ελλείψεισ κατά τθν 
επιδιόρκωςθ του κυττάρου που είναι πικανό να προκφψουν, βρίςκονται μακριά από τθν 
PAM. Αντίκετα ςτθν περίπτωςθ τθσ Cas9 οποιαδιποτε προςκικθ ι ζλλειψθ κα προζκυπτε 
μετά τθν επιδιόρκωςθ κα διατάραηε τθν περιοχι-ςτόχο τθσ Cas9 μθν επιτρζποντασ τθ 
δυνατότθτα ειςαγωγισ νζου DNA ςτθ δεδομζνθ εκείνθ περιοχι.

Κατά τθ ριξθ του DNA θ Cpf1 παράγει προεξζχοντα 5’ άκρα, ενϊ θ Cas9 παράγει λεία άκρα. 
Σα προεξζχοντα άκρα είναι ευνοϊκά για ειςαγωγι νεοειςαχκζντοσ DNA και επιδιόρκωςθ με 
μθ ομόλογθ ςφνδεςθ άκρων (non homologous end joining, NHJE), εξαςφαλίηοντασ 
παράλλθλα τθν κατευκυνόμενθ ενςωμάτωςθ του επικυμθτοφ γονιδίου να ζχει τθ ςωςτι 
κατεφκυνςθ αφοφ θ αλλθλουχία του προεξζχοντοσ άκρου είναι γνωςτι (Zetsche et al., 
2015).

Σζλοσ φαίνεται πωσ θ λειτουργία τθσ Cpf1 επθρεάηεται από τθ κερμοκραςία in vivo και in 
vitro, με τθ δραςτικότθτά τθσ να αυξάνεται ςε υψθλι κερμοκραςία. Αυτι θ ιδιότθτά τθσ 
μπορεί να καταςτιςει τθ κερμοκραςία ωσ ζναν διακόπτθ για τον ζλεγχο τθσ Cpf1 και να 
ρυκμίηεται θ ικανότθτά τθσ για επιδιόρκωςθ με βάςθ τον επικυμθτό χρόνο (Moreno- 
Mateos et al., 2017).

\ ραμ protospacer 2
Inon-complementary 5 · -ttatatgaacataactcaatttgtaaaaaagggtattggggaattcatta-3 · "1/target DNA 

................  Π ill.......... mi........... r 
complementary 3' -aatatacttgtattgagttaaacattttttcccataaccccttaagtaat-5 ' J

11111111111111111111_______________
5 '-AUAACUCAAUUUGUAAAAAACUUUVAGAGCUAUGCUGUUUUG-3 ' CrRNA-Sp2

*11111* llllllllllllll
AGCCACGGUGAAAAAGUUCAACUAOOGCCUGAUCGGAAUAAAAUO CGAUACGACAAAACU0ACCAAGG-5' 

G I I I I I I I GAA
ucggugcuuuuuuu—3' tracrRNA

Εικόνα 1.8 Σχθματικι αναπαράςταςθ του protospacer DNA ςτόχου και του ςυμπλόκου crRNA-tracrRNA τθσ 
Cas9. Φαίνονται οι ςυμπλθρωματικζσ αλλθλουχίεσ του crRNA με το protospacer DNA (κίτρινο), με το tracrRNA 
(πορτοκαλί), θ αλλθλουχία PAM (γκρι) και τα ςθμεία κοπισ (μπλε βελάκια) (Jinek et al., 2012)

19



PAM proto spacer (1)

IS' — . . GGTACCCGGGGATCCTTTAGAGAAGTCATTTAATAAGGCCACTGTTAAAAAGCTTGGCGTAATCA. . -3' 

DNA target 1111 I I I I I I I I I 11111 I 11 I I I I I I I I 11111 I I I I I I I
3'- ., CCATGGGCCCCTAGGAAATCTCTTCAGTAAATTATTCCGGTG^ACAATTTTTCGAACCGCATTAGT. . -5'

I II I II mill II II I II Hill
UGUAGAUGAGAAGUCAUULIAALIAAGGCCACU - 3'

crRNA :! | | | I I
UCAUCUUUAA-5'

Εικόνα 1.9 Σχθματικι αναπαράςταςθ του ςυμπλόκου ςτόχευςθσ τθσ Cpf1 ανάμεςα ςτο DNA ςτόχο και το 
crRNA. Φαίνεται το μοτίβο PAM (ροη) και τα ςθμεία κοπισ (κόκκινα βελάκια) (Zetsche et al., 2015)

1.6.5 Υποκινητϋσ λειτουργικού κατϊ τη ςπερματογϋνεςη

Είναι ςθμαντικό θ νουκλεάςθ που κα χρθςιμοποιθκεί να εκφράηεται ςε ςυγκεκριμζνθ 
χρονικι περίοδο και ιςτό. Η ζκφραςθ πρζπει να επάγεται κατά τθ διάρκεια τθσ 
ςπερματογζνεςθσ ςτισ γονάδεσ του αρςενικοφ εντόμου.

Η ςπερματογζνεςθ ξεκινά με τθ μιτωτικι διαίρεςθ των γαμετικϊν κυττάρων που βρίςκονται 
κοντά ςτθ βαςικι μεμβράνθ των ςπερματοφόρων ςωλινων. Σα κφτταρα ςε αυτι τθ φάςθ 
ονομάηονται ςπερματογονικά γαμετικά κφτταρα. Με τθ μιτωτικι διαίρεςι τουσ παράγονται 
κφτταρα τφπου Α τα οποία αναπλθρϊνουν τα βλαςτοκφτταρα και κφτταρα τφπου Β που 
διαφοροποιοφνται ςε πρωτογενι ςπερματοκφτταρα. Ζπειτα το πρωτογενζσ ςπερμοκφτταρο 
διαιρείται μειωτικά (Μείωςθ Ι) ςε δφο δευτερεφοντα ςπερματοκφτταρα (ςπερματοκφτεσ). 
Κάκε δευτερογενζσ ςπερματοκφτταρο διαιρείται (Μείωςθ ΙΙ) ςε δφο ίςεσ απλοειδείσ 
ςπερματίδεσ (ςπερματίδια). Οι ςπερματίδεσ ζπειτα μετατρζπονται ςε ςπερματοηωάρια 
κατά τθ διάρκεια τθσ ςπερμιογζνεςθσ. Από ζνα πρωτογενζσ ςπερματοκφτταρο παράγονται 
τζςςερα ςπερματοηωάρια, δφο με το Χ χρωμόςωμα και δφο με το Τ.

Στο ςφςτθμα X-shredding ςτόχοσ είναι θ εξάλειψθ των ςπερματοηωαρίων που φζρουν το Χ 
χρωμόςωμα. Αυτό επιτυγχάνεται κζτοντασ τθν νουκλεάςθ υπό τον ζλεγχο του ενδογενοφσ 
υποκινθτι τθσ β2 τουμπουλίνθσ (β2 tubulin). Αυτόσ ο υποκινθτισ ενεργοποιείται μόνο ςτα 
αρςενικά αμζςωσ μετά τθν πρϊτθ μειωτικι διαίρεςθ και εξακολουκεί να είναι ενεργόσ κακ’ 
όλθ τθ διάρκεια των ακόλουκων ςταδίων τθσ διαφοροποίθςθσ των ςπερματοηωαρίων και 
τθσ παραγωγισ ςπζρματοσ (Catteruccia et al., 2005). Στο τζλοσ τα ςπερματοηωάρια που 
ζχουν το Χ χρωμόςωμα δεν κα είναι βιϊςιμα κακϊσ το Χ χρωμόςωμα κα ζχει 
κατακερματιςτεί και ζτςι μόνο τα ςπερματοηωάρια με το Τ χρωμόςωμα κα είναι ικανά να 
γονιμοποιιςουν τα κθλυκά δίνοντασ μόνο αρςενικοφσ απογόνουσ.

1.7. Ο δάκοσ τησ ελιάσ
Ο δάκοσ τθσ ελιάσ, Bactrocera oleae ανικει ςτθν οικογζνεια των Tephritidae, ςτθν τάξθ των 
Δίπτερων (Diptera) και αποτελεί το κυριότερο παραςιτικό ζντομο τθσ ελιάσ. Η κατανομι του 
δάκου περιορίηεται ςε περιοχζσ με καλλιεργιςιμα και άγρια ελαιόδεντρα και εντοπίηεται 
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κυρίωσ ςτθ Μεςογειακι λεκάνθ, ςτθ νότια και κεντρικι Αφρικι, ςτισ Κανάριεσ Νιςουσ, ςτθ 
Μζςθ Ανατολι, ςτθν Καλιφόρνια και ςτθν κεντρικι Αμερικι (Daane and Johnson, 2010).
Ο δάκοσ τθσ ελιάσ είναι μονοφάγο ζντομο κακϊσ οι προνφμφεσ του τρζφονται 
αποκλειςτικά από τον καρπό οριςμζνων ειδϊν ελιάσ του γζνουσ Oleae 
ςυμπεριλαμβανομζνων των O. europaea, O. verrucosa και O. chrysophilla (Tzanakakis, 
2003).

Ο κφκλοσ ηωισ του δάκου αποτελείται από τζςςερα βαςικά αναπτυξιακά ςτάδια τα οποία 
είναι: το αυγό (egg), θ προνφμφθ (larva), θ νφμφθ (pupa) και το ενιλικο ζντομο ( adult). Σο 
κθλυκό ωοαποκζτει ςτον καρπό τθσ ελιάσ, ο οποίοσ αποτελεί τθ μοναδικι πθγι τροφισ για 
τθν προνφμφθ. Η προνφμφθ τρζφεται από το μεςοκάρπιο τθσ ελιάσ και ςτθ ςυνζχεια 
περνάει από τρία ςτάδια(instars) πριν το σχθματιςμό τθσ νφμφθσ. Μετά τθν ζκδυςθ του 
ενιλικου εντόμου υπάρχει μια περίοδοσ ωρίμανςθσ μερικϊν θμερϊν ϊςτε να γίνει 
σεξουαλικά ενεργό (Fletcher, 1987).

Εικόνα 1.10 Εν|λικα ζντομα Bactrocera oleae, 
αρςενικό (αριςτερά) και Κθλυκό (δεξιά) (© 
Tsoumani K.T.)

Σα ενιλικα ζντομα χρειάηονται για τθν επιβίωσι τουσ να τρζφονται συχνά με διάφορεσ 
οργανικζσ ουσίεσ, στερεζσ ι υγρζσ, όπωσ εντομικά μελιτϊματα, νζκταρ λουλουδιϊν και 
άλλεσ φυτικζσ εκκρίσεισ, γφρθ, χυμοφσ και ιστοφσ από κατεστραμμζνα ι σε αποσφνκεσθ 
φροφτα (Tzanakakis, 2003). Οι προνφμφεσ εξασφαλίηουν από τον καρπό τθσ ελιάσ τα 
κυριότερα χθμικά και κρεπτικά συστατικά όπωσ λιπίδια, πρωτεΐνεσ και αμινοξζα, ενϊ 
βακτιρια τουσ παρζχουν κάποια απαραίτθτα αμινοξζα και παράγοντεσ ανάπτυξθσ 
(Fletcher, 1987).

Ο αρικμόσ των γενιϊν ανά χρόνο εξαρτάται από τθν περιοχι και κυμαίνεται από 2 μζχρι 5. 
Σα ηεστά και ξθρά καλοκαίρια μειϊνουν τθν ανάπτυξθ του εντόμου, ενϊ θ αναπαραγωγι 
και θ προνυμφικι ανάπτυξθ συνεχίηεται χωρίσ διακοπι όλο το χειμϊνα (Tzanakakis , 2003).

Η οικονομικι ηθμία που προκαλεί θ ωοαπόκεσθ των δάκων στθν ελιά περιλαμβάνει τθν 
πτϊσθ των καρπϊν λόγω τθσ ανάπτυξθσ των προνυμφϊν, τθ μείωσθ τθσ παραγωγισ λαδιοφ 
κακϊσ και τθ μειωμζνθ ποιότθτα και αξία του λαδιοφ λόγω τθσ αυξθμζνθσ οξφτθτασ (Daane 
and Johnson, 2010). Τπολογίηεται ότι ο δάκοσ τθσ ελιάσ ευκφνεται για το 5% τθσ ηθμίασ στθ 
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ςυνολικι παραγωγι λαδιοφ, προκαλϊντασ απϊλεια 800 εκατομμυρίων δολαρίων το χρόνο 
(Nardi et al., 2005).

Ο ζλεγχοσ του δάκου βαςίηεται κυρίωσ ςτθ χριςθ εντομοκτόνων, κυρίωσ 
οργανοφωςφορικϊν (OP), χρθςιμοποιϊντασ τα ςε παγίδεσ μυγϊν και ψεκαςμοφσ εδαφϊν, 
επιφζροντασ γριγορθ και υψθλι κνθςιμότθτα ςτα ζντομα. Ωςτόςο, τα οργανοφωςφορικά 
είναι εξαιρετικά ερεκιςτικά για τουσ ανκρϊπουσ, επικίνδυνα για το περιβάλλον, τοξικά για 
τισ μζλιςςεσ και επιβλαβι για τα ηϊα, τα πουλιά και τουσ υδάτινουσ οργανιςμοφσ 
(Pontikakos et al., 2012). Η εκτεταμζνθ χριςθ των εντομοκτόνων οδθγεί ςτθν ανάπτυξθ 
ανκεκτικότθτασ των πλθκυςμϊν του δάκου, ειδικά αν χρθςιμοποιείται μόνο μια ομάδα 
εντομοκτόνων τα οποία ζχουν κοινό τρόπο δράςθσ, κακιςτϊντασ επιτακτικι τθν ανάγκθ για 
νζουσ τρόπουσ ελζγχου του δάκου (Skouras et al., 2007).
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2. Σκοπόσ

Στθν παροφςα πτυχιακ| εργαςία ςκοπόσ είναι ο σχεδιαςμόσ και θ καταςκευ| των 
κατάλλθλων φορζων που κα περιζχουν όλεσ τισ απαραίτθτεσ αλλθλουχίεσ για τον γενετικό 
μεταςχθματιςμό του εντόμου B. oleae και τον τεμαχιςμό του Χ χρωμοςϊματοσ του δάκου 
τθσ ελιάσ κατά τθ διάρκεια τθσ ςπερματογζνεςθσ με χριςθ του ςυςτιματοσ CRISPR. Οι 
φορείσ μεταςχθματιςμοφ που κα δθμιουργθκοφν πρζπει να φζρουν τισ γενετικζσ 
καταςκευζσ που κα εξαςφαλίηουν τθν ζκφραςθ των ενδονουκλεαςϊν Cas9 και Cpf1 κατά τθ 
διάρκεια τθσ ςπερματογζνεςθσ, των gRNA, αλλά και ενόσ γονιδίου-δείκτθ 
μεταςχθματιςμοφ.

Η περαιτζρω κλωνοποίθςθ των κατάλλθλων αλλθλουχιϊν sgRNA ςτουσ φορείσ που κα 
δθμιουργθκοφν και θ μεταφορά τουσ ςε ζμβρυα του δάκου μζςω μικροενζςεων ςε 
μελλοντικζσ προςπάκειεσ κα οδθγιςει τελικά ςτθ δθμιουργία αρςενικϊν διαγονιδιακϊν 
μυγϊν ωσ μια εναλλακτικι λφςθ ςτθ μείωςθ του πλθκυςμοφ του δάκου.
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3. Τλικά και Μζκοδοι

3.1 Μέθοδοι ενίςχυςησ νουκλεΰκών οξέων
3.1.1 Συμβατικό PCR

Η Αλυςιδωτι Αντίδραςθ Πολυμεράςθσ (Polymerase Chain Reaction, PCR) είναι μια in vitro 
μζκοδοσ ενίςχυςθσ του DNA που δθμοςιεφτθκε για πρϊτθ φορά το 1985 και επιτρζπει τον 
πολλαπλαςιαςμό τθσ επικυμθτισ αλλθλουχίασ-ςτόχου ςε πολλά αντίγραφα. Πλζον, θ PCR 
κεωρείται μια τεχνικι κλειδί για τθ μοριακι βιολογία και κακϊσ θ βαςικι διαδικαςία ζχει 
τροποποιθκεί και διευρυνκεί για αρκετά προβλιματα, πλζον ζχει πολλζσ εφαρμογζσ ςτθν 
επιςτθμονικι ζρευνα, ςτθ μοριακι διαγνωςτικι, ςτθν εγκλθματολογία και ςτθν 
παλαιοντολογία.

Η αρχι τθσ μεκόδου αποτελεί μια απλουςτευμζνθ εκδοχι τθσ φυςιολογικισ διαδικαςίασ 
τθσ αντιγραφισ του DNA που ςυμβαίνει κατά τθν κυτταρικι μιτωτικι διαίρεςθ, κατά τθν 
οποία ζνα αντίγραφο του γενϊματοσ δθμιουργείται για κάκε νζο ςωματικό κφτταρο. Αυτι θ 
διαδικαςία διπλαςιάηει τθν ποςότθτα του DNA, θ οποία μοιράηεται ιςόποςα μεταξφ των 
δφο νζων κυττάρων. Ο διπλαςιαςμόσ του πυρθνικοφ DNA ςυμβαίνει ςε κάκε κυτταρικι 
διαίρεςθ όπωσ ζνα πολυκφτταροσ οργανιςμόσ δθμιουργείται μζςω ςυνεχϊν κυτταρικϊν 
διαιρζςεων εκκινϊντασ από ζνα μόνο προγονικό κφτταρο. Σο μοναδικό αντίγραφο 
γονιδιϊματοσ ςτο αρχικό προγονικό κφτταρο μετατρζπεται ςε πολλά διςεκατομμφρια 
αντίγραφα ςτον πλιρθ ϊριμο οργανιςμό. Η PCR βαςίηεται ςε παρόμοιεσ αρχζσ και 
απομονωμζνα ςτοιχεία αυτισ τθσ διαδικαςίασ μετατρζπουν μικρζσ ποςότθτεσ DNA ςε 
υψθλζσ ποςότθτεσ.

Η PCR βαςίηεται ςτθν ενηυμικ| επαναλαμβανόμενθ αντιγραφι ενόσ τμ|ματοσ DNA-ςτόχου, 
γνωςτισ ι άγνωςτθσ αλλθλουχίασ, χρθςιμοποιϊντασ 2 ςυνκετικά ολιγονουκλεοτίδια 
γνωςτισ αλλθλουχίασ που ονομάηονται εκκινθτζσ (primers) οι οποίοι λειτουργοφν ωσ 
εκκινθτικά μόρια για τθ δθμιουργία ςυμπλθρωματικϊν κλϊνων με βάςθ ζνα εκμαγείο DNA 
(μιτρα) και μια κερμοανκεκτικι DNA πολυμεράςθ, θ οποία ενιςχφει τουσ 
ςυμπλθρωματικοφσ κλϊνουσ με τθν προςκικθ δεοξυριβονουκλεοτιδίων.

Σα βαςικά ςυςτατικά που απαιτοφνται για μια αντίδραςθ PCR είναι τα εξισ:

• Σθ μιτρα DNA που περιζχει τθν περιοχι ςτόχο για ενίςχυςθ.
• Μια κερμοανκεκτικι DNA πολυμεράςθ που να είναι ςτακερι και να διατθρεί τθν 

δραςτικότθτά τθσ ςε υψθλζσ Κερμοκραςίεσ. Συν|Κωσ χρθςιμοποιείται θ Taq 
πολυμεράςθ, θ οποία απομονϊκθκε από το κερμόφιλο βακτιριο Thermus 
aquaticus.
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• Δφο εκκινθτζσ (18-22 βάςεων) που ζχουν δομι ςυμπλθρωματικι προσ τισ πλευρικζσ 
αλλθλουχίεσ του DNA ςτόχου, ο κακζνασ αντίςτοιχα προσ τον ζνα κλϊνο του 
ςτόχου και με αντίκετθ κατεφκυνςθ.

• Σριφωςφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs), που αποτελοφν απαραίτθτα 
δομικά ςτοιχεία για τθ ςφνκεςθ τθσ νζασ αλυςίδασ του DNA.

• Κατάλλθλθ ςυγκζντρωςθ ιόντων Mg2+ που χρθςιμοποιοφνται από τθν πολυμεράςθ 
ωσ μεταλλικόσ ςυμπαράγοντασ.

• Ζνα ρυκμιςτικό διάλυμα (buffer) ϊςτε να παρζχει το κατάλλθλο χθμικό περιβάλλον 
(ιοντικι ιςχφ και pH) για τθ δράςθ τθσ πολυμεράςθσ.

Μια αντίδραςθ PCR πραγματοποιείται ςε τρία ςτάδια, τα οποία επαναλαμβάνονται 
διαδοχικά.

• 1ο ςτάδιο (Αποδιάταξθ) : Οι δφο αλυςίδεσ διαχωρίηονται, το δίκλωνο DNA
μετατρζπεται ςε μονόκλωνο με κζρμανςθ ςε κερμοκραςία 94-95ο C για περίπου 30 
δευτερόλεπτα.

• 2ο ςτάδιο (Τβριδιςμόσ εκκινθτϊν) : Οι εκκινθτζσ υβριδίηονται ςτισ ςυμπλθρωματικζσ
αλλθλουχίεσ εκατζρωκεν του DNA ςτόχου με μείωςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτουσ 55- 
65ο C για περίπου 1 λεπτό. Η κερμοκραςία υβριδοποίθςθσ (Ta) εξαρτάται από τθν 
Κερμοκραςία τ|ξθσ των εκκινθτϊν ( Σ^.

• 3o ςτάδιο (Επιμικυνςθ) : Η Taq πολυμεράςθ επιμθκφνει τουσ εκκινθτζσ ειςάγοντασ
dNTPs και χρθςιμοποιϊντασ τθν ςυμπλθρωματικι αλυςίδα του DNA ωσ εκμαγείο ςε 
κερμοκραςία 72-74ο C για 30 δευτερόλεπτα ζωσ 1 λεπτό.

Η αντίδραςθ PCR πραγματοποιείται ςε αυτοματοποιθμζνεσ ςυςκευζσ, τουσ 
κερμοκυκλοποιθτζσ, οι οποίοι ζχουν τθν ικανότθτα να μεταβάλλουν τθ κερμοκραςία ςε 
κάΚε ςτάδιο με ταχφτθτα και ακρίβεια. Συν|Κωσ μια PCR πραγματοποιείται επί 25-35 
κφκλουσ. Ο υπολογιςμόσ των τελικϊν μορίων DNA που παράγονται από ζνα μόριο αρχικοφ 
DNA είναι 2n, όπου n είναι οι κφκλοι τθσ PCR. Ωςτόςο, ο υπερβολικόσ αριΚμόσ κφκλων 
μπορεί να οδθγιςει ςε αφξθςθ μθ ειδικϊν προϊόντων.

Υλικά

• DNA μιτρα
• Εκκινθτζσ (Forward και Reverse)
• ΡυΚμιςτικό διάλυμα ενηφμου (Kapa Hifi Fidelity Buffer)
• dNTPs
• Taq DNA πολυμεράςθ (Kapa Hifi Taq)
• ddH2O
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Μέθοδος

1. Σε PCR tubes προςτίθενται οι κατάλλθλες ποςότθτεσ αντιδραστθρίων.

2. Σα δείγματα τοποθετοφνται ςτον θερμοκυκλοποιθτι, ο οποίοσ ζχει ρυθμιςτεί με το 
κατάλλθλο πρόγραμμα για τον αριθμό των κφκλων και τθ θερμοκραςία κάθε ςταδίου.

Πίνακασ 3.1 Τα αντιδραςτιρια και οι τελικζσ ςυγκεντρϊςεισ τθσ ςυμβατικισ PCR

Αντιδραστήρια Τελικ| συγκζντρωσθ
DNA μ|τρα (template) 10-40 ng
Buffer 1X
dNTPs 0,3 mM each
Forward primer 0,3 μΜ
Reverse primer 0,3 μΜ
Taq πολυμεράσθ 0,5 u
ddH2o Συμπλθρϊνει τον όγκο
Σελικός όγκος 20 μ|

Πίνακασ 3.2 Τυπικζσ ςυνκικεσ μιασ ςυμβατικισ PCR

Στάδιο Θερμοκρασία Χρόνοσ Κφκλοι
Αρχικ| αποδιάταξθ 95ο C 3 min 1
Αποδιάταξθ 98ο C 20 sec

30Τβριδισμός εκκινθτϊν 60o C 15 sec
Επιμ|κυνσθ 72o C 30 sec
Σελικ| επιμ|κυνσθ 72o C 1 min 1
Συντ|ρθσθ 4o C

3.1.2 Overhang PCR

Η Overhang PCR είναι μια τεχνικι ενίςχυςθσ με τθν οποία ςυγχρόνωσ μπορεί να 
επιμθκφνεται θ περιοχι-ςτόχοσ, προςθζτοντασ ςτα άκρα τθσ μικρζσ αλλθλουχίεσ. Είναι μια 
εφκολθ τεχνικι για να προςτίθενται αλλθλουχίεσ αναγνϊριςθσ ενηφμων περιοριςμοφ, ςε 
ζνα προϊόν PCR ϊςτε να διευκολυνθεί θ διαδικαςία κλωνοποίθςθσ ςε ζνα πλαςμίδιο.

Η Overhang PCR λειτουργεί όπωσ μια ςυμβατικι PCR και διαφζρει με αυτι ςτον ςχεδιαςμό 
των εκκινθτϊν. Οι εκκινθτζσ ςχεδιάηονται με τζτοιο τρόπο ϊςτε να ζχουν μία πρόςθετθ 
προεξζχουςα (overhang) αλλθλουχία ςτο 5’ άκρο, θ οποία θα ενςωματωθεί ςτο τελικό 
προϊόν τθσ PCR. Κατά τον πρϊτο κφκλο τθσ PCR, ςτο ςτάδιο του υβριδιςμοφ των εκκινθτϊν, 
το 3’ άκρο των εκκινθτϊν θα υβριδοποιθθεί ςτισ ςυμπλθρωματικζσ αλλθλουχίεσ τθσ μιτρασ 
DNA, έχοντας προεξζχοντες ουρές νουκλεοτιδίων στο 5’ άκρο τους. Στους επόμενους 
κφκλουσ θ ενίςχυςθ των αλυςίδων, θα περιζχει και τθ νζα αλλθλουχία DNA. Ο ςχεδιαςμόσ 
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των εκκινθτϊν κζλει προςοχι ϊςτε να υπάρχουν αρκετά νουκλεοτίδια (τουλάχιςτον τα 
μιςά) ςτο 3’ άκρο , τα οποία κα υβριδοποιθκοφν αποτελεςματικά ςτθ μιτρα DNA.

Μέθοδος

1. Σε PCR tubes προςτίθενται οι κατάλλθλες ποςότθτεσ αντιδραστθρίων.

2. Σα δείγματα τοποθετοφνται ςτον θερμοκυκλοποιθτι, ο οποίοσ ζχει ρυθμιςτεί με το 
κατάλλθλο πρόγραμμα για τον αριθμό των κφκλων και τθ θερμοκραςία κάθε ςταδίου.

Πίνακασ 3.3 Τα αντιδραςτιρια και οι τελικζσ ςυγκεντρϊςεισ τθσ overhang PCR

Αντιδραστήρια Τελικ| συγκζντρωσθ
DNA μ|τρα (template) 10-40 ng
Buffer 1X
dNTPs 0,3 mM each
Forward primer 0,3 μΜ
Reverse primer 0,3 μΜ
Taq πολυμεράσθ 0,5 u
ddH2o Συμπλθρϊνει τον όγκο
Σελικός όγκος 20 μ|

Πίνακασ 3.4 Τυπικζσ ςυνκικεσ μιασ overhang PCR

Στάδιο Θερμοκρασία Χρόνοσ Κφκλοι
Αρχικ| αποδιάταξθ 95ο C 3 min 1
Αποδιάταξθ 98ο C 20 sec

30Τβριδισμός εκκινθτϊν 60o C 15 sec
Επιμ|κυνσθ 72o C 30 sec
Σελικ| επιμ|κυνσθ 72o C 1 min 1
Συντ|ρθσθ 4o C

3.2 Τεχνικέσ κλωνοποίηςησ
3.2.1 Μεταςχηματιςμόσ βακτηρύων

Ο μεταςχθματιςμόσ βακτθρίων είναι θ διαδικαςία ειςαγωγισ πλαςμιδίων ςτα βακτιρια. Η 
διαδικαςία αυτι τυπικά περιλαμβάνει τθν προετοιμαςία των δεκτικϊν κυττάρων, τον 
μετασχθματισμό τους με το επιθυμθτό DNA-ζνθεμα, τθν περίοδο ανάκαμψθσ των κυττάρων 
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και τθν επίςτρωςθ των κυττάρων ςε ςτερεό κρεπτικό υλικό για τθν ταυτοποίθςθ των 
αναςυνδυαςμζνων κλϊνων. Κριτιριο διαχωριςμοφ των βακτθρίων που μεταςχθματίςτθκαν 
αποτελεί θ αντοχι ςε κάποιο αντιβιοτικό που παρζχεται από το πλαςμίδιο που ειςάχκθκε. 
Ο μεταςχθματιςμόσ μπορεί να είναι φυςικόσ και πετυχαίνεται με θλεκτροδιάτρθςθ ι 
χθμικόσ με κερμικό ςοκ όπωσ χρθςιμοποιικθκε ςε αυτιν τθν περίπτωςθ επθρεάηοντασ το 
pH.

Υλικά

• Δεκτικά κφτταρα DH5a
• Πλαςμιδιακό DNA
• Θρεπτικό μζςο SOC

Μέθοδος

1. Προςθ|κθ 2 μΙ πλαςμιδίου ςε 100 μΙ χθμικϊν κυττάρων DH5a (E.coli) ςε eppendorf tube .

2. Σοποθέτθςθ του tube για 30 λεπτά ςτον πάγο, έπειτα για 90 δευτερόλεπτα ςτους 42°C 
(heat shock) ςτο υδατόλουτρο και ακολοφθωσ για 2 λεπτά ςτον πάγο.

3. Μεταφορά ςε γυάλινο ςωλινα, προςθικθ 900 μΙ θρεπτικοφ μέςου SOC και επϊαςθ για 
1 ϊρα ςτους 37°C υπό ανάδευςθ ( ςτροφές < 180).

4. Σα ςυνολικά 1000 μΙ μοιράηονται ςε δφο eppendorf, ςτο ένα 200 μΙ και ςτο άλλο 800 μΙ.

5. Φυγοκέντρθςθ του eppendorf με τα 800 μΙ για 2 λεπτά ςτα 2000 rpm.

6. Αφαίρεςθ 600 μΙ από το υπερκείμενο.

7. Επίςτρωςθ των 200 μΙ που απομένουν και τα αρχικά 200 μΙ (χωρίς φυγοκέντρθςθ) ςε 2 
τρυβλία αντίςτοιχα.

8. Επϊαςθ των τρυβλίων ςε θερμοκραςία 37^ για 12-16 h.

3.2.2 Στερεό καλλιϋργεια

Η ςτερει καλλιέργεια είναι ένας εφκολος τρόπος για ανάπτυξθ και διαχωριςμό βακτθριϊν ι 
μικροοργανιςμϊν ενδιαφέροντος χρθςιμοποιϊντας απλά ένα τρυβλίο Petri το οποίο 
περιέχει θρεπτικό μέςο με άγαρ, το οποίο είναι υπεφθυνο για τθ ςτερεοποίθςι του. Όταν 
ένας μικροοργανιςμός θα ακουμπιςει ςτο πιάτο θα αναπτυχθεί ςε μεμονωμένες αποικίες 
και κάθε κλϊνος θα είναι πανομοιότυπος με τον μικροοργανιςμό πρόγονό του. Στο 
θρεπτικό μέςο πριν ςταθεροποιθθεί προςτίθενται τα κατάλλθλα αντιβιοτικά για να 
απομονωθοφν ςτθ ςυνέχεια τα μεταςχθματιςμένα βακτιρια βάςει τθς ανθεκτικότθτάς τους 
ςτα ςυγκεκριμένα αντιβιοτικά. Σα βακτιρια που δεν έχουν προςλάβει το κατάλλθλο 
πλαςμίδιο, δεν αναπτφςςονται και πεθαίνουν. Αυτι θ μέθοδος είναι ένας εφκολος τρόπος 
ταυτοποίθςθς των βακτθρίων που μεταςχθματίςτθκαν με το πλαςμίδιο ενδιαφέροντος.
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Υλικά

• Σρυβλία με κρεπτικό μζςο LB agar και καναμυκίνθ
• Βακτιρια

Μέθοδος

1. Επίςτρωσθ 200 μΙ μετασχθματισμένων κυττάρων σε τρυβλία LB-broth που περιέχουν 
καναμυκίνθ.

2. Επϊασθ των τρυβλίων σε θερμοκρασία 37°C για 12-16 h.

Η επίστρωσθ των τρυβλίων γίνεται πάντα σε ασθπτικέσ συνθικεσ.

3.2.3 Υγρό καλλιϋργεια

Η υγρι καλλιέργεια είναι μια μέθοδοσ που χρθσιμοποιεί υγρό θρεπτικό μέσο ϊστε να 
αναπτυχθοφν γριγορα και αποτελεσματικά μεγάλεσ ποσότθτεσ βακτθρίων που χρειάηονται 
για τθν απομόνωσθ πλασμιδιακοφ DNA για μελλοντικι πειραματικι χρισθ. Αυτι θ μέθοδοσ 
είναι ικανι να υποστθρίξει μεγαλφτερθ πυκνότθτα βακτθρίων από τθν στερει καλλιέργεια.

Υλικά

• Θρεπτικό μέσο LB
• Αποικία βακτθρίων
• Κατάλλθλο αντιβιοτικό (καναμυκίνθ)

Μέθοδος

1. Προσθικθ 3 ml LB broth με καναμυκίνθ σε γυάλινο σωλινα.

2. Ενοφθαλμισμόσ του υγροφ θρεπτικοφ μέσου στο σωλινα με μια μεμονωμένθ αποικία 
από τθ στερει καλλιέργεια.

3. Ολονφχτια επϊασθ στους 37°C υπό ανάδευσθ (210 rpm).
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3.2.4 Απομόνωςη πλαςμιδιακού DNA (mini preps)

Ο ςκοπόσ αυτισ τθσ διαδικαςίασ είναι θ απομόνωςθ του μικροφ πλαςμιαδιακοφ DNA από 
τα βακτιρια. Αρχικά γίνεται θ λφςθ των βακτθρίων και ακολουκεί ο κακαριςμόσ όπου το 
πλαςμιδιακό DNA διαχωρίηεται από τισ πρωτεΐνεσ και το βακτθριακό χρωμοςωμικό DNA. 
Σε αυτ| τθν περίπτωςθ χρθςιμοποι|Κθκε θ αλκαλικ| λφςθ, θ οποία είναι θ πιο ςυν|Κθσ 
από τθν ενηυματικι λφςθ ι τθ χθμικι λφςθ.

Υλικά

• Τγρι καλλιζργεια μεταςχθματιςμζνων βακτθρίων
• Solution I (GET)
• Solution II (alkali)
• Solution III (οξικό κάλιο)
• Αικανόλθ 100%
• Αικανόλθ 70%
• ddH2O

ΜζΚοδοσ

1. Μεταφορά 1.5 ml βακτθριακισ καλλιζργειασ ςε eppendorf tubes.

2. Φυγοκζντρθςθ για 3 λεπτά ςτα 4000 rpm. Αφαίρεςθ του υπερκειμζνου και τοποκζτθςθ 
των tubes με το ίηθμα (βακτιρια) ςτον πάγο.

3. ΠροςΚ|κθ 100μΙ παγωμζνου διαλφματοσ GET (solution I). Ανάδευςθ 1 λεπτό και επϊαςθ 
για 5 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου.

4. ΠροςΚ|κθ 200μΙ διαλφματοσ alkali (solution II). Ανακίνθςθ, αναποδογυρίηοντασ το 
eppendorf (5 φορζσ) και επϊαςθ ςτον πάγο για 3-5 λεπτά.

5. ΠροςΚ|κθ 150 μl παγωμζνου διαλφματοσ οξικοφ καλίου (solution III). Ανάδευςθ και 
επϊαςθ ςτον πάγο για 8-10 λεπτά.

6. Φυγοκζντρθςθ για 5 λεπτά ςτθ μζγιςτθ ταχφτθτα ςτροφϊν rpm. Μεταφορά του 
υπερκειμζνου ςε νζο eppendorf.

7. Προςκικθ ίςου όγκου ιςοπροπανόλθσ (ι 2,5 V αικανόλθσ 100%), ανάδευςθ για λίγα 
δευτερόλεπτα και επϊαςθ για 30 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου.

8. Φυγοκζντρθςθ για 5 λεπτά ςτθ μζγιςτθ ταχφτθτα ςτροφϊν rpm και αφαίρεςθ 
υπερκείμενου.

9. Προςκικθ 0,5 V αικανόλθ 70% και ανακίνθςθ αναποδογυρίηοντάσ το eppendorf. 
Επανάλθψθ του βιματοσ 8.

10. Στζγνωμα του ιη|ματοσ ςτον απαγωγό και αναδιάλυς| του ςε ddH2O. Διατ|ρθςθ ςτουσ 
4°C.
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3.2.5 Πϋψη φορϋα με ϋνζυμα περιοριςμού

Σα ζνηυμα περιοριςμοφ αποτελοφν ζνηυμα που φυςιολογικά εντοπίηονται ςτα βακτιρια και 
ςτα αρχαία και ζχουν φυςιολογικό ρόλο ςτθν άμυνα του μικροοργανιςμοφ απζναντι ςε 
ιοφσ. Σα ζνηυμα αυτά αναγνωρίηουν αλλθλουχίεσ μερικϊν νουκλεοτιδίων και πζπτουν ςε 
μια κζςθ που ονομάηεται κζςθ περιοριςμοφ, δθμιουργϊντασ είτε ςυμπλθρωματικά, είτε 
τυφλά άκρα. Λόγω αυτισ τθσ ιδιότθτασ τουσ χρθςιμοποιοφνται πολφ για τθν απομόνωςθ 
γονιδίων και ςτθν κλωνοποίθςθ.

Η πζψθ ενόσ φορζα, πλαςμιδιακοφ ι μθ, με ζνηυμα περιοριςμοφ αποτελεί μια πολφ 
χριςιμθ δοκιμαςία θ οποία ζχει ωσ ςτόχο τθν επιβεβαίωςθ φπαρξθσ ενκζματοσ εντόσ του 
φορζα. Η διαπίςτωςθ τθσ φπαρξθσ ι μθ ενκζματοσ μπορεί να γίνει από τθν 
θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ πζψθσ ςε ζνα πικτωμα αγαρόηθσ, το οποίο 
αποκαλφπτει το πλικοσ και το μζγεκοσ των προϊόντων.

Υλικά

• Φορζασ
• Ζνηυμο περιοριςμοφ (15 u/ml)
• Buffer (10X)
• ddH2O

Μέθοδος

1. Σε PCR tube προςτίθενται οι κατάλλθλες ποςότθτεσ των αντιδραστθρίων.
2. Επϊασθ στο υδατόλουτρο στους 37°C για όσθ ϊρα χρειάηεται.

Πίνακασ 3.5 Ενδεικτικό set up μιασ πζψθσ με το ζνηυμο EcoRI

Αντιδραςτ|ρια Ποςότθτα
Φορέας (DNA) 2 μΙ
Ζνηυμο περιορισμοφ 0,5 μΙ
Buffer 1,5 μΙ
ddH2O 11 μΙ
Σελικός όγκος 15 μΙ

Ανάλογα με το μέγεθοσ του φορέα και το ένηυμο περιορισμοφ θ ϊρα επϊασθσ διαφέρει.

3.2.6 Αντύδραςη ςύνδεςησ μορύων DNA (Ligation)

Κατά τθν αντίδρασθ σφνδεσθσ πραγματοποιείται εισαγωγι του επιθυμθτοφ ενθέματοσ στον 
φορέα. Πρόκειται για μια διαμοριακι αντίδρασθ στθν οποία το ένα άκρο ενόσ γραμμικοφ 
φορέα συνδέεται με το ένα άκρο του ενθέματοσ με τθ δράσθ DNA λιγάσθσ για το 
σχθματισμό μιασ γραμμικισ DNA χίμαιρασ και ακολουθείται από κυκλοποίθσθ με τθν 
πρόσδεσθ των δφο εναπομείναντων άκρων. Η σφνδεσθ πραγματοποιείται με τον 
σχθματισμό τεσσάρων φωσφοδιεστερικϊν δεσμϊν μεταξφ των 5ϋ φωσφορικϊν καταλοίπων
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(5ϋ-Ρ) και των 3ϋ υδροξυλομάδων ^-OH) στην περίπτωσθ που ο φορζασ δεν ζχει υποστεί 
αποφωςφορυλίωςθ (διαφορετικά ςχθματίηονται δφο δεςμοί).

Σε μία αντίδρασθ σΦνδεσθσ, ο μοριακόσ λόγοσ DNA/φορζα (δθλαδ| ο μοριακόσ λόγοσ των 
μορίων του ενκζματοσ DNA προσ τα μόρια του φορζα μπορεί να κυμαίνεται από 1:1 ζωσ 
8:1. Η ποσότθτα του DNA που απαιτείται υπολογίηεται από τον τφπο: ng DNA = ng φορζα x 
a x b, όπου a o μοριακόσ λόγοσ DNA/φορζα και b ο λόγοσ μεγζΚουσ DNA/φορζα.

Υλικά

• Ζνκεμα (Bo-U6P-BsaI-Cas9scaffold-SacII)
• Φορζασ (pBacKTT010-Cas9)
• Σ4 λιγάσθ NEB
• Buffer Σ4 λιγάσθσ (10X with 10mM ATP)

ΜζΚοδοσ

1. Προσκικθ των αντιδραστθρίων και του DNA σε σωλινα 0.2 ml τφπου.

2. Επϊαση στουσ 22^ για 2 ϊρεσ και έπειτα στουσ 16^ για όλη τη νύχτα.

Πίνακασ 3.6 Το set up τθσ αντίδραςθσ λιγάςθσ ςε αναλογία 5:1

Αντιδραςτ|ρια Ποςότθτα
ΖνΚεμα 11,02 ng
Φορζασ 65 ng
Buffer 1X
T4 λιγάση 1,5 u
Σελικόσ όγκοσ 20 μ|

3.3 Τεχνικέσ χειριςμού νουκλεΰκών οξέων
3.3.1 Ηλεκτροφόρηςη ςε πόκτωμα αγαρόζησ

Η ηλεκτροφόρηση σε πικτωμα αγαρόηησ είναι μια απλι και αποτελεσματικι μζκοδοσ για 
διαχωρισμό, ταυτοποίηση και ποιοτικό προσδιορισμό μορίων όπωσ νουκλεϊκϊν οξζων 
(DNA, RNA) και πρωτεϊνϊν. Κατά την ηλεκτροφόρηση τα φορτισμζνα μόρια μετακινούνται 
υπό την επίδραση ενόσ ηλεκτρικού πεδίου, η κατεύκυνση των οποίων εξαρτάται από το 

32



φορτίο και θ ταχφτθτά τουσ εξαρτάται από το μζγεκοσ. Η αγαρόηθ είναι ζνασ 
πολυςακχαρίτθσ που πολυμερίηεται για να ςχθματίςει το πικτωμα (gel) δια μζςου του 
οποίου διαχωρίηονται τα μόρια που μασ ενδιαφζρουν. Η αγαρόηθ ςχθματίηει πόρουσ μζςω 
των οποίων κινοφνται τα μόρια, θ ςυγκζντρωςθ τθσ οποίασ κακορίηει το μζγεκοσ των 
πόρων και ςυνεπϊσ τθ διαχωριςτικι ικανότθτα των μορίων. Ζτςι επιτυγχάνεται ο 
διαχωριςμόσ μορίων που διαφζρουν μεταξφ τουσ ελάχιςτα ςε μικοσ. Παράλλθλα 
χρθςιμοποιείται ζνασ μάρτυρασ νουκλεοτιδικϊν βάςεων γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ 
(ladder) για τθ ςφγκριςθ των δειγμάτων με ςκοπό τθν ταυτοποίθςθ και τθν ποςοτικοποίθςθ 
τουσ.

Υλικά

• Ρυκμιςτικό διάλυμα TBE 5X (1L: 54g Tris-base, 20mL EDTA 0,5M (pH:8), 27,5g Boric 
acid)

• Αγαρόηθ
• Μάρτυρασ νουκλεοτιδικϊν βάςεων (Ladder)
• Χρωςτικι φόρτωςθσ δειγμάτων (Loading buffer) 10Χ
• Βρωμιοφχο αικίδιο (EtBr)

Μέθοδος

Για τθν παραςκευι 100mL πθκτϊματοσ αγαρόηθσ 1%, 0,5Χ ΣΒΕ ακολουκοφνται τα εξισ 
βιματα:

1. Προςθικθ 1gr αγαρόηθσ ςε κωνικι φιάλθ.

2. Προςθικθ 100ml ΣΒΕ ςτθν ίδια φιάλθ.

3. Θέρμανςθ τθσ κωνικισ φιάλθσ, με ανάδευςθ ανά τακτά διαςτιματα, έωσ ότου διαλυθεί 

πλιρωσ θ αγαρόηθ.

4. Σο διάλυμα ψφχεται σε τρεχοφμενο νερό για να μειωθεί θ θερμοκραςία στους 40-50 OC.

5. Προσθ|κθ 3-4μΙ βρωμιοφχου αιθυδίου και ανακίνθσθ.

6. Ειςαγωγι του διαλφματοσ αγαρόηθσ ςτισ ειδικέσ μιτρεσ και τοποθέτθςθ χτενϊν για τθ

δθμιουργία μικρϊν πθγαδιϊν εντόσ του πθκτϊματοσ στα οποία θα τοποθετθθοφν τα 
δείγματα.

7. Σο διάλυμα αφινεται να στερεοποιθθεί πλιρωσ (περίπου για 30 λεπτά) και στθ συνέχεια 
αφαιροφνται προσεκτικά τα «χτενάκια».

Για την ηλεκτροφόρηςη των δειγμάτων
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1. Σοποκζτθςθ του πθκτϊματοσ ςτθ ςυςκευι θλεκτροφόρθςθσ.
2. Προςκικθ διαλφματοσ TBE 0,5X ϊςτε να καλυφκοφν πλιρωσ τα πθγαδάκια τθσ 
θλεκτροφόρθςθσ.
3. Προςκικθ διαλφματοσ φόρτωςθσ ςτα προσ θλεκτροφόρθςθ δείγματα για να γίνουν 
ορατά και να κακιηάνουν εφκολα ςτα πθγαδάκια.
4. Ειςαγωγι των δειγμάτων κακϊσ και του ladder ςτα διαφορετικά πθγαδάκια του 
πθκτϊματοσ.
5. ΣΦνδεςθ θλεκτροδίων με κατάλλθλθ τροφοδοτικ| ςυςκευ|, ρΦΚμιςθ τθσ τάςθσ (90-100V) 
και εφαρμογι για ~40 λεπτά.

Για τθν παρατιρθςθ του αποτελζςματοσ των ηωνϊν, το πικτωμα μεταφζρεται ςε ςυςκευι 
εκπομπισ υπεριϊδουσ ακτινοβολίασ (UV).

3.3.2 Ανϊκτηςη μορύων DNA από πόκτωμα αγαρόζησ (Gel extraction)

Η ανάκτθςθ μορίων DNA από πικτωμα αγαρόηθσ είναι μια μζκοδοσ που ςτοχεφει ςτθν 
απομόνωςθ και ςτον κακαριςμό των τμθμάτων DNA που ζχουν διαχωριςτεί ςε ζνα 
πικτωμα αγαρόηθσ με ςκοπό να χρθςιμοποιθκοφν περαιτζρω ςε άλλεσ αντιδράςεισ, όπωσ 
για παράδειγμα ςε αλλθλοφχθςθ, PCR, αντίδραςθ ςφνδεςθσ. Συγκεκριμζνα 
χρθςιμοποιικθκε το NucleoSpin Gel and PCR clean-up kit (Macherey-Nagel).

Υλικά

• NT1 buffer
• NT3 buffer
• ddH2O
• Επικυμθτι ηϊνθ DNA που διαχωρίςτθκε ςε πικτωμα αγαρόηθσ

ΜζΚοδοσ

1. Κοπι τθσ ηϊνθσ που περιζχει το επικυμθτό τμιμα DNA από το πικτωμα αγαρόηθσ με τθ 
βοικεια νυςτεριοφ και τοποκζτθςθ του ςε eppendorf tube.

2. Προςδιοριςμόσ βάρουσ του κομματιοφ του πθκτϊματοσ.

3. ΠροςΚ|κθ 200 μΙ διαλφματοσ NT1 για κάΚε 100 mg πθκτϊματοσ.

4. Επϊαςθ του δείγματοσ για 5-10 λεπτά ςτουσ 50°C ςτο υδατόλουτρο, ανάδευςθ κάΚε 2-3 
λεπτά αυτοφ μζχρι να γίνει πλιρθσ διαλυτοποίθςθ του κομματιοφ του πθκτϊματοσ.
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5. Σοποκζτθςθ μιασ ςτιλθσ (NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Column) μζςα ςε ζνα 
ςωλθνάκι ςυλλογισ (Collection Tube) 2 ml και φόρτωςθ ςε αυτιν του δείγματοσ μζχρι τα 
700 μ|.

6. Φυγοκζντρθςθ για 30 δευτερόλεπτα ςτισ 11000 g.

7. Απόρριψθ του εκλοφςματοσ.

8. Επανατοποκζτθςθ τθσ ςτιλθσ ςτο ςωλθνάκι ςυλλογισ και φόρτωςθ του εναπομείναντοσ 
δείγματοσ αν ζχει περιςςζψει. Επανάλθψθ τθσ φυγοκζντρθςθσ και τθσ απόρριψθσ 
διθκιματοσ.

9. Προςκικθ 700 μ| διαλφματοσ NT3 ςτθ ςτιλθ. Φυγοκζντρθςθ για 30 δευτερόλεπτα ςτισ 
11.000 g. Απόρριψθ του εκλοφςματοσ και τοποκζτθςθ τθσ ςτιλθσ ςτο ςωλθνάκι.

10. Επανάλθψθ του προθγοφμενου βιματοσ για καλφτερο κακαριςμό.

11. Φυγοκζντρθςθ για 1 λεπτό ςτισ 11000 g για να απομακρυνκεί πλιρωσ το διάλυμα NT3. 
Στζγνωμα τθσ στ|λθσ πλ|ρωσ.

12. Σοποκζτθςθ τθσ ςτιλθσ ςε νζο eppendorf ςωλθνάκι 1,5 m|. Προςκικθ 25 μ|
προκερμαςμζνου νεροφ ςτο κζντρο τθσ ςτιλθσ και επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου 
(18oC-25oC) για 1 λεπτό. Φυγοκζντρθσθ για 1 λεπτό στισ 11000 g.

3.3.3 Ποςοτικοπούηςη DNA-Quawell UV Spectrophotometer

H ςυγκζντρωςθ του DNA που κα χρθςιμοποιθκεί ςτισ αντιδράςεισ PCR κα πρζπει να είναι 
γνωςτι και ςτακερι, ϊςτε κάκε αντίδραςθ να περιλαμβάνει τθ βζλτιςτθ ποςότθτα μιτρασ 
DNA. Για το ςκοπό αυτό χρθςιμοποιικθκε το Q3000 UV Spectrophotometer (Quawe||), το 
οποίο υπολογίηει τθν ςυγκζντρωςθ του DNA ςτο εκάςτοτε δείγμα

To Quawe|| Q3000 είναι ζνα μικρϊν όγκων φαςματοφωτόμετρο υπεριϊδουσ 
ακτινοβολίασ, ειδικά ςχεδιαςμζνο για τθ μζτρθςθ νουκλεϊκϊν οξζων και κακαρϊν 
πρωτεϊνϊν. Χρθςιμοποιϊντασ μια μοναδικι τεχνολογία που ςυγκρατεί δείγματα 1,5- 
2,5μ| μεταξφ των άνω και κάτω οπτικϊν επιφανειϊν, το Q3000 ζχει τθ δυνατότθτα να 
μετριςει τθ ςυγκζντρωςθ ενόσ δείγματοσ ςε λιγότερο από 2 δευτερόλεπτα με υψθλό 
βακμό ακρίβειασ και επαναλθψιμότθτασ.

Υλικά

• Δείγμα DNA προσ μζτρθςθ
• ddH2O

ΜζΚοδοσ

Σα βιματα για να πραγματοποιθκεί θ μζτρθςθ είναι τα εξισ:
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1. Αναςικωςθ του άνω βραχίονα.

2. ΤοποΚΖτθςθ 1-2 μΙ νεροφ ςτθν υποδοχ|.

3. Ο άνω βραχίονασ κατεβαίνει.

4. Επιλογι με κλικ ςτο κουμπί "Blank" για μζτρθςθ του «τυφλοφ» δείγματοσ.

5. Αναςικωςθ του άνω βραχίονα και απομάκρυνςθ του νεροφ από τισ δφο επιφάνειεσ 
μζτρθςθσ.

6. ΣοποΚζτθςθ 1-2 μΙ δείγματοσ ςτθν υποδοχ|.

7. Επαναφορά του άνω βραχίονα ςτθ κζςθ μζτρθςθσ.

8. Κλικ ςτο κουμπί "Μζτρθςθ" και το Q3000 εμφανίηει τα δεδομζνα.

3.4 Βιοπληροφορικέσ μέθοδοι
3.4.1 Benchling

Η πλατφόρμα Benchling είναι ζνα διαδικτυακό εργαλείο γραφικ|σ αναπαράςταςθσ και 
επεξεργαςίασ νουκλεοτιδικϊν και αμινοξικϊν αλλθλουχιϊν. Σο περιβάλλον εργαςίασ 
προςφζρει εφκολθ πρόςβαςθ και διαχείριςθ των αλλθλουχιϊν. Με τθν ειςαγωγισ μιασ 
επικυμθτισ αλλθλουχίασ το πρόγραμμα υπολογίηει το μικοσ τθσ αλλθλουχίασ και 
προςφζρει πολλζσ δυνατότθτεσ όπωσ επιςιμανςθ επιλεγμζνων τμθμάτων και προςκικθ 
ετικετϊν με διάφορα χρϊματα, προςκικθ εκκινθτϊν με απεικόνιςθ τθσ κατεφκυνςισ τουσ, 
πικανά ςθμεία αναγνϊριςθσ από ζνηυμα περιοριςμοφ. Μερικζσ από τισ δυνατότθτεσ που 
προςφζρει είναι ευκυγράμμιςθ αλλθλουχιϊν και υπολογιςμόσ των mismatches, in silico 
πζψεισ με ζνηυμα περιοριςμοφ και απεικόνιςθ των προϊόντων αυτϊν.

Στθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιιΚθκε για τθν επεξεργαςία των αλλθλουχιϊν τθσ 
καταςκευισ για τθν ζκφραςθ του sgRNA/Cas9.

3.4.2 IDT Primer Quest Tool

Σο Primer Quest Tool είναι ζνα εργαλείο τθσ IDT (Integrated DNA Technologies) για τον 
ςχεδιαςμό εκκινθτϊν. Με τθν ειςαγωγι τθσ επικυμθτισ αλλθλουχίασ προσ ενίςχυςθ και με 
τισ κατάλλθλεσ τροποποιιςεισ των παραμζτρων, το εργαλείο αυτό εμφανίηει πικανά ηεφγθ 
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εκκινθτϊν για PCR, qPCR ι αλλθλοφχθςθ. Η ειςαγωγι τθσ αλλθλουχίασ μπορεί να γίνει ςε 
μορφι FASTA ι δθλϊνοντασ το Genbank ι το Accession ID αυτισ. Σο πρόγραμμα 
προςφζρει 4 επιλογζσ ςχεδίαςθσ με βάςθ ςυνικεισ πειραματικζσ διατάξεισ (setups). Η 
προεπιλογι του προγράμματοσ Κα εμφανίςει τα 5 καλΦτερα αποτελζςματα. Σε κάΚε 
επιλογι ςχεδίαςθσ δίνεται θ δυνατότθτα τθσ τροποποίθςθσ των παραμζτρων και μία 
επιλογι εξ’ ολοκλιρου εξατομικευμζνθσ προςαρμογισ ςτισ επιΚυμθτζσ ανάγκεσ του 
πειράματοσ όπωσ θ ςυγκζντρωςθ των ιόντων Mg+2, το ποςοςτό ςε ςυγκζντρωςθ GC των 
εκκινθτϊν και πολλζσ άλλεσ παράμετροι (~ 45).

Στθν παροφςα εργαςία το πρόγραμμα αξιοποι|Κθκε για τον ςχεδιαςμό των εκκινθτϊν (βλ. 
Παράρτθμα) που χρθςιμοποιιΚθκαν ςτισ αντιδράςεισ overhang PCR για τθ ςταδιακι 
ενίςχυςθ και ςφνΚεςθ των αλλθλουχιϊν τθσ καταςκευισ για τθν ζκφραςθ του sgRNA/Cpf1.

3.4.3 Oligoanalyzer Tool

Σο Oligoanalyzer Tool είναι ζνα ακόμθ online εργαλείο τθσ IDT για τθν ανάλυςθ τθσ δομισ 
ολιγονουκλεοτιδικϊν αλλθλουχιϊν. Συγκεκριμζνα με τθν ειςαγωγι του προσ εξζταςθ 
ολιγονουκλεοτιδίου παρζχονται πλθροφορίεσ με τισ φυςικζσ ιδιότθτεσ του όπωσ το μικοσ 
του, θ ςυμπθρωματικι αλλθλουχία του, θ Κερμοκραςία αποδιάταξθσ (Tm), το ποςοςτό ςε 
ςυγκζντρωςθ GC κ.α. Ακόμθ μπορεί να προβλεφτεί ο πιΚανόσ ςχθματιςμόσ δευτεροταγϊν 
δομϊν Κθλιάς (hairpin) και ομοδιμερϊν καΚϊσ και να ελεγχΚεί θ ςταΚερότθτά τουσ. Σε 
περίπτωςθ φπαρξθσ πάνω από μίασ αλλθλουχίασ όπωσ ςε ζνα ηευγάρι εκκινθτϊν, ελζγχεται 
ο ςχθματιςμϊν ετεροδιμερϊν.

Οι παράμετροι αφοροφν τθ Κερμοκραςία αποδιάταξθσ (Tm > 50oC), τθν τιμι τθσ ελεφΚερθσ 
ενζργειας ^G> -10) των δευτεροταγϊν δομϊν Κθλιάς ( hairpin) και των ομο- και 
ετεροδιμερϊν που ςχθματίηουν τα ηεφγθ των εκκινθτϊν.

Σο εργαλείο αυτό χρθςιμοποιιΚθκε για τον ζλεγχο των εκκινθτϊν που ςχεδιάςτθκαν ϊςτε 
να εξαςφαλιςτεί θ μζγιςτθ δυνατι απόδοςθ των αντιδράςεων ενίςχυςθσ.
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4. Αποτελζςματα

4.1 Πειραματικόσ ςχεδιαςμόσ
Στθν παροφςα πτυχιακ| εργαςία ςκοπόσ είναι θ καταςκευ| των κατάλλθλων φορζων που 
κα περιζχουν όλεσ τισ απαραίτθτεσ αλλθλουχίεσ για τον γενετικό μεταςχθματιςμό του 
εντόμου Bactrocera oleae και τθν εφαρμογι του ςυςτιματοσ X-shredding. Οι αλλθλουχίεσ 
που κα περιζχονται πρζπει να εξαςφαλίηουν τθν ενςωμάτωςθ ςτο γονιδίωμα του δάκου 
και περαιτζρω να είναι ικανζσ να προκαλζςουν τον τεμαχιςμό του Χ χρωμοςϊματοσ κατά 
τθ διάρκεια τθσ ςπερματογζνεςθσ.

Ο φορζασ που κα χρθςιμοποιθκεί είναι ο piggyBac και ο οποίοσ κα πρζπει να περιλαμβάνει 
τισ ακόλουκεσ αλλθλουχίεσ: μια ενδονουκλεάςθ του ςυςτιματοσ CRISPR, τισ ρυκμιςτικζσ 
αλλθλουχίεσ για τθν ζκφραςθ τθσ ενδονουκλεάςθσ κατά τθ ςπερματογζνεςθ δθλαδι τον 
υποκινθτι τθσ β2 τουμπουλίνθσ και τον τερματιςτι, τα 5’ και 3’ άκρα του piggyBac, τθν 
αλλθλουχία του guide RNA μαηί με το scaffold, τισ ρυκμιςτικζσ αλλθλουχίεσ για τθν 
ζκφραςθ του gRNA κακϊσ και τον δείκτθ dsRed με τισ ρυκμιςτικζσ του αλλθλουχίεσ για τθν 
ζκφραςθ τθσ φκορίηουςασ πρωτεΐνθσ dsRed

Όςον αφορά τθ χριςθ του ςυςτιματοσ CRISPR, πρόκειται να δθμιουργθκοφν δφο διακριτζσ 
καταςκευζσ, οι οποίεσ κα βαςίηονται ςτισ ενδονουκλεάςεσ Cas9 και Cpf1 αντίςτοιχα (Εικ. 
4.1). Και ςτισ δφο περιπτϊςεισ επειδι ο τελικόσ φορζασ ζχει πολφ μεγάλο μζγεκοσ για 
μεγαλφτερθ ευκολία κάκε τμιμα των καταςκευϊν επεξεργάηεται ξεχωριςτά.

Εικόνα 4.1 Σχθματικ| απεικόνιςθ των αναμενόμενων τελικϊν φορζων piggyBac

Ανάλογα με τθν κάκε ενδονουκλεάςθ, κα ακολουκιςουν διαφορετικζσ προςεγγίςεισ ςτθν 
επεξεργαςία των καταςκευϊν. Στθν πρϊτθ προςζγγιςθ που αφορά τθν Cas9, Κα 
χρθςιμοποιθκεί το ςυνκετικό πλαςμίδιο Pex-K168-Bo-sgCas9 (Εικ. 4.2) ςτο οποίο υπάρχουν 
ιδθ οι εξισ αλλθλουχίεσ: ο υποκινθτισ U6P, δφο εν ςειρά αντιπαράλλθλεσ κζςεισ 
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αναγνϊριςθσ BsaI, το ςτακερό τμιμα (scaffold) του gRNA και ο τερματιςτισ U6T. 
Εκατζρωκεν υπάρχουν δφο κζςεισ αναγνϊριςθσ SacII για τθν κλωνοποίθςθ του τμιματοσ 
ςτον τελικό φορζα.

Εικόνα 4.2 Σχθματικι απεικόνιςθ των αλλθλουχιϊν ενδιαφζροντοσ του πλαςμιδίου pEX-K168-Bo-sgCas9

Στθ δεΦτερθ προςζγγιςθ που αφορά τθν Cpfl, με μ|τρα το πλαςμίδιο Pex-K168-Bo-sgCas9 
που χρθςιμοποιικθκε για τθν Cas9 και τουσ κατάλλθλουσ εκκινθτζσ κα απομονωκεί ο 
υποκινθτισ U6P και ςτθ ςυνζχεια με διαδοχικζσ Overhang PCR κα προςτεκοφν όλεσ οι 
αλλθλουχίεσ ενδιαφζροντοσ όπωσ φαίνεται ςτθν εικόνα 4.3.

Εικόνα 4.3 Οι αλλθλουχίεσ ενδιαφζροντοσ για τθν ζκφραςθ του gRNA τθσ Cpf1
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4.2 Πειραματικά αποτελέςματα
4.2.1 Cas9

Για τθ δθμιουργία του τελικοφ φορζα μεταςχθματιςμοφ piggyBac για τθν ζκφραςθ τθσ Cas9 
και του gRNA τθσ, χρθςιμοποιικθκε ο piggyBac φορζασ KTT010-Cas9 (Tsoumani et al., 
unpublished data) και περιείχε ιδθ υποκλωνοποιθμζνεσ τισ εξισ αλλθλουχίεσ: τθν 
ενδονουκλεάςθ Cas9, μία κζςθ αναγνϊριςθσ του ενηφμου περιοριςμοφ SacII, όλα τα 
ρυκμιςτικά ςτοιχεία για τθν ζκφραςθ τθσ Cas9, τον δείκτθ μεταςχθματιςμοφ dsRed και όλεσ 
τισ απαραίτθτεσ αλλθλουχίεσ για τθν ενςωμάτωςθ του φορζα ςτο γονιδίωμα του δάκου 
(Εικ. 4.4). Ο παραπάνω φορζασ KTT010-Cas9 χρθςιμοποιικθκε για τθν κλωνοποίθςθ τθσ 
γενετικισ καταςκευισ που περιελάμβανε το sgRNA-scaffold και ρυκμιςτικζσ του 
αλλθλουχίεσ.

Εικόνα 4.4 Σχθματικι απεικόνιςθ του φορζα pBacKTT010-Cas9

Οι αλλθλουχίεσ που απαιτοφνται για τθν ζκφραςθ του gRNA τθσ Cas9, ςυντζκθκαν 
ςυνκετικά και κλωνοποιικθκαν ςτο πλαςμίδιο pEX-K168 (Εικ. 4.5). Σο τελικό πλαςμίδιο 
pEX-K168-Bo-sgCas9 που δθμιουργικθκε, περιζχει διάφορεσ κζςεισ αναγνϊριςθσ ενηφμων 
περιοριςμοφ, μια ανεξάρτθτθ κζςθ αντιγραφισ και ζνα γονίδιο επιλογισ το οποίο 
προςδίδει ανκεκτικότθτα ςτθν καναμυκίνθ, φζρει επιπλζον τισ επικυμθτζσ αλλθλουχίεσ για 
τθν ζκφραςθ του gRNA τθσ Cas9.
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Εικόνα 4.5 Το πλαςμίδιο pEX-K168

Οι αλλθλουχίεσ που ενςωματϊκθκαν ςυνκετικά ςτο πλαςμίδιο ζχουν μζγεκοσ 589 bp και 
είναι οι εξισ: ο υποκινθτισ U6P, δφο εν ςειρά αντιπαράλλθλεσ κζςεισ αναγνϊριςθσ BsaI, το 
scaffold για το gRNA τθσ Cas9 και ο τερματιςτισ U6T (Εικ.4.6). Επιπλζον ςτα άκρα αυτοφ του 
τμιματοσ υπάρχουν δφο κζςεισ αναγνϊριςθσ του ενηφμου SacII αντίςτοιχα. Οι κζςεισ 
αναγνϊριςθσ του SacII κα εξαςφαλίςουν τθν κλωνοποίθςθ τθσ καταςκευισ ςτον φορζα 
pBac-KTT010-Cas9, ενϊ οι δφο εν ςειρά αντιπαράλλθλεσ κζςεισ αναγνϊριςθσ του BsaI κα 
εξαςφαλίςουν τθν ενςωμάτωςθ του gRNA.

fisa/

Εικόνα 4.6 Το πλαςμίδιο pEX-K168-Bo-sgCas9

To πλαςμίδιο pEX-K168-Bo-sgCas9 χρθςιμοποι|Κθκε για τον χθμικό μετασχθματιςμό των 
κυττάρων DH5a (E.coli). Ακολοφκθςε θ επίςτρωςθ των μεταςχθματιςμζνων κυττάρων ςε 
τρυβλία ςτερεοφ κρεπτικοφ υλικοφ LB άγαρ που περιείχαν καναμυκίνθ και ςτθ ςυνζχεια 
υγρζσ καλλιζργειεσ επιλεγμζνων αποικιϊν ςε κρεπτικό υλικό LB broth παρουςία 
καναμυκίνθσ. Σζλοσ πραγματοποιικθκε θ απομόνωςθ του πλαςμιδιακοφ DNA, το οποίο
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κακαρίςτθκε με φαινόλθ χλωροφόρμιο 
και ιςοαμυλικι αλκοόλθ και
αναδιαλφκθκε ςε ddH2O.

Για τθν επιβεβαίωςθ του κλωνοποιθμζνου 
τμιματοσ πραγματοποιικθκε πζψθ του 
πλαςμιδίου με το ζνηυμο περιοριςμοφ 
EcoRI για γραμμοποίθςθ και
πραγματοποιικθκε θλεκτροφόρθςθ (Εικ. 
4.7) επιβεβαιϊνοντασ το αναμενόμενο 
μζγεκοσ ςτισ 3 kb.

Εικόνα 4.7 Ηλεκτροφόρθςθ τθσ πζψθσ του pEX-K168- 
Bo-sgCas9 με το EcoRI (1% agarose gel, TBE 0,5X, Ladder 
(L) : 1 kb DNA NEB

Για τθν απομόνωςθ των επικυμθτϊν αλλθλουχιϊν του ςυνκετικοφ πλαςμιδίου 
πραγματοποιικθκε πζψθ του με το ζνηυμο περιοριςμοφ SacII. Σα προϊόντα τθσ πζψθσ 
θλεκτροφορικθκαν ςε πικτωμα αγαρόηθσ (Εικ. 4.8) και προςδιορίςτθκαν τα μεγζκθ τουσ 
2,5 kb και 0,5 kb αντίςτοιχα. Σο τμιμα μεγζκουσ 0,5 kb που αντιςτοιχεί ςτισ αλλθλουχίεσ 
U6P-BsaI-Cas9-U6T ανακτικθκε από το πικτωμα αγαρόηθσ (gel extraction) με χριςθ του 
εμπορικοφ κιτ NucleoSpin Gel and PCR clean-up kit (Macherey-Nagel), ϊςτε να 
χρθςιμοποιθκεί περαιτζρω για τθν κλωνοποίθςι του ςτον φορζα piggyBac-KTT010-Cas9.

Εικόνα 4.8 Ηλεκτροφόρθςθ τθσ πζψθσ του pEX-K168-Bo-sgCas9 με το SacII (1 % 
agarose gel, TBE 0,5X, Ladder (L): 1 kb plus NEB
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Σο επόμενο βιμα ιταν θ πζψθ του φορζα piggyBac KTT010-Cas9 με το ζνηυμο SacII για 
γραμμοποίθςθ. Μετά τθν γραμμοποίθςθ του φορζα pBacKTT010-Cas9 πραγματοποιικθκε 
αποφωςφορυλίωςθ του φορζα με το ζνηυμο TSAP (Thermosensitive Alkaline Phosphatase) 
και ακολοφκωσ θλεκτροφόρθςθ και ανάκτθςι του.

Εικόνα 1.9 Ηλεκτροφόρθςθ τθσ πζψθσ του KTT010-Cas9 με 
το SacII (1% agarose gel, TBE 0,5X, Ladder (L): 1 kb DNA NEB

Στθ ςυνζχεια πραγματοποι|Κθκε αντίδραςθ ςφνδεςθσ (ligation) ανάμεςα ςτα ανακτθμζνα 
προϊόντα SacII-πζψθσ του φορζα KTT010-Cas9 και του ενΚζματοσ Bo-U6P-BsaI-Cas9-U6T ςε 
αναλογία 5:1 (φορζασ: ζνκεμα) και καταλφκθκε με το ζνηυμο T4 λιγάςθ. Ζπειτα ζγινε 
κατακριμνιςθ τθσ αντίδραςθσ ςφνδεςθσ και αναδιάλυςθ ςε ddH2O.

Εικόνα 4.10 Το προϊόν τθσ αντίδραςθσ λιγάςθσ pBacKTT012-Ca9-gRNA
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Σο προϊόν τθσ αντίδραςθσ ςφνδεςθσ, δθλαδι ο νζοσ φορζασ (pBacKTT012-Cas9-gRNA) 
(Εικ.4.10) χρθςιμοποιικθκε για τον μεταςχθματιςμό κυττάρων sure, τα οποία 
επιςτρϊΚθκαν ςε ςτερεό Κρεπτικό υλικό LB-Broth αμπικιλλίνθσ. Στθ ςυνζχεια επιλεγμζνεσ 
αποικίεσ από τισ ςτερεζσ καλλιζργειεσ αναπτφχκθκαν ςε υγρζσ καλλιζργειεσ και 
ακολοφκθςε απομόνωςθ του πλαςμιδιακοφ DNA, πζψθ με SacII και θλεκτροφόρθςθ ςε 
πικτωμα αγαρόηθσ για τθν επιβεβαίωςθ τθσ επιτυχοφσ κλωνοποίθςθσ.

4.2.2 Cpf1

Για τθ δθμιουργία του τελικοφ φορζα μεταςχθματιςμοφ piggyBac για τθν ζκφραςθ τθσ Cpf1 
και του gRNA τθσ, χρθςιμοποιικθκε ο piggyBac φορζασ KTT015-Cpf1 (Tsoumani et al., 
unpublished data). Ο φορζασ KTT015-Cpf1 (Εικ. 4.11) περιείχε ιδθ υποκλωνοποιθμζνεσ τθν 
ενδονουκλεάςθ Cpf1 και όλα τα ρυκμιςτικά ςτοιχεία για τθν ζκφραςι τθσ, μία κζςθ 
αναγνϊριςθσ του ενηφμου περιοριςμοφ SacII, τον δείκτθ μεταςχθματιςμοφ dsRed και όλεσ 
τισ απαραίτθτεσ αλλθλουχίεσ για τθν ενςωμάτωςθ του φορζα ςτο γονιδίωμα του δάκου.

Ωςτόςο ςτθν περίπτωςθ αυτι, ακολουκικθκε μια διαφορετικι προςζγγιςθ από αυτι που 
περιγράφθκε παραπάνω ςτθν ενότθτα 4.2.1, λόγω τθσ μθ διακεςιμότθτασ ςυνκετικϊν 
αλλθλουχιϊν τθσ καταςκευισ για τθν ζκφραςθ του gRNA τθσ Cpf1. Εναλλακτικά, ο 
πειραματικόσ ςχεδιαςμόσ περιελάμβανε τθ ςταδιακι ςφνκεςθ τθσ καταςκευισ 
ενιςχφοντασ διαδοχικά τις επιΚυμθτζσ αλλθλουχίεσ μζςω PCR-προεξζχοντων άκρων 
(Overhang PCR).

Εικόνα 4.11 Σχθματικι απεικόνιςθ του φορζα KTT015-Cpf1

Η in silico επεξεργαςία των αλλθλουχιϊν τθς καταςκευις πραγματοποιικθκε ςτθν 
πλατφόρμα Benchling. Οι αλλθλουχίες ενδιαφζροντος ςυνολικοφ μικους 531 bp
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περιελάμβαναν τθν αλλθλουχία του ομόλογου καΚολικοΦ υποκινθτ| Bo-U6P, τθν 
αλλθλουχία του sgRNA-scaffold για τθν Cpf1, δφο εν ςειρά αντιπαράλλθλεσ κζςεισ 
αναγνϊριςθσ του ενηφμου περιοριςμοφ BsaI και τθν αλλθλουχία του τερματιςτι (Εικ. 4.12). 
Στα άκρα αυτοφ του τμ|ματοσ υπάρχουν δΦο Κζςεισ αναγνϊριςθσ του ενηφμου SacII 
αντίςτοιχα. Οι κζςεισ αναγνϊριςθσ του SacII κα εξαςφαλίςουν τθν αποκοπι του τμιματοσ 
από το πλαςμίδιο, ενϊ οι δφο εν ςειρά αντιπαράλλθλεσ κζςεισ αναγνϊριςθσ του BsaI κα 
εξαςφαλίςουν τθν ενςωμάτωςθ του gRNA.

Εικόνα 4.12 Σχθματικι απεικόνιςθ καταςκευισ για τθν ζκφραςθ του gRNA τθσ Cpf1

Σφμφωνα με αυτζσ τις αλλθλουχίεσ σχεδιάςτθκαν οι κατάλλθλοι εκκινθτζσ (βλ. Παράρτθμα) 
και ακολοφκθςαν τζςςερισ διαδοχικζσ αντιδράςεισ ενίςχυςθσ μζςω Overhang PCR. Η 
αλλθλουχία του υποκινθτ| Bo-U6P, απομονϊΚθκε ζπειτα από PCR-ενίσχυσθ με τους 
κατάλλθλους εκκινθτζς χρθσιμοποιϊντας ως μιτρα το πλασμίδιο pEX-K168-Bo-sgCas9 που 
χρθσιμοποιικθκε για τθν Cas9. Οι υπόλοιπες αλλθλουχίες προστζκθκαν διαδοχικά μζσω 
των προεξζχοντων άκρων των εκκινθτϊν, ϊστε μετά από κάκε PCR να αυξάνεται το μικος 
τθς κατασκευις. Οι εκκινθτζς σχεδιάστθκαν με το IDT Primer Quest Tool και ελζγχκθκαν για 
τθ διαμόρφωσθ τους και τθν μθ δθμιουργία διμερϊν με το εργαλείο OligoAnalyzer Tool.

Συγκεκριμζνα κατά τθν πρϊτθ Overhang PCR (PCR-1) (Εικ. 4.13) με μ|τρα το pEX-K168-Bo- 
sgCas9 που περιζχει τον υποκινθτι U6P, χρθσιμοποιικθκαν οι εκκινθτζς U6P-F και U6P-R1. 
O εκκινθτις U6P-F ζχει προεξζχον άκρο και πρόσκεσε στο 5’ άκρο τθς αλλθλουχίας U6P μια 
κζσθ αναγνϊρισθς SacII με το τελικό μικος του προϊόντος να είναι 475 bp.

Εικόνα 4.13 Σχθματικι απεικόνιςθ του προϊόντοσ τθσ PCR-1

Η PCR-1 θλεκτροφορικθκε σε πικτωμα αγαρόηθς, επιβεβαιϊκθκε το μζγεκος τθς σφμφωνα 
με το σχεδιασμό και ακολοφκθσε θ ανάκτθσθ και ο κακαρισμός (gel extraction) του 
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προϊόντοσ και ο κακαριςμόσ του DNA με τθ χριςθ του NucleoSpin Gel and PCR clean-up kit 
(Macherey-Nagel).

Στθ δεΦτερθ Overhang PCR (PCR-2) (Εικ. 4.14) χρθςιμοποι|Κθκε ωσ μ|τρα το προϊόν τθσ 
προθγοφμενθσ PCR-1 και οι εκκινθτζσ U6P-F και R2-U6P-Cpf1. Ο τελευταίοσ ζχει ςχεδιαςτεί 
ϊςτε ςτο προεξζχον άκρο του να φζρει τθν αλλθλουχία του sgRNA-scaffold τθσ Cpf1. Σο 
προϊόν ενίςχυςθσ με χριςθ των παραπάνω εκκινθτϊν ζχει πλζον μζγεκοσ 498 bp.

Εικόνα 4.14 Σχθματικι απεικόνιςθ του προϊόντοσ τθσ PCR-2

Σο προϊόν τθσ PCR επιβεβαιϊκθκε ςε θλεκτροφόρθςθ πθκτϊματοσ αγαρόηθσ (Εικ.4.15) και 
ακολοφκωσ ανακτικθκε και ποςοτικοποιικθκε ϊςτε να αποτελζςει τθ μιτρα τθσ επόμενθσ 
PCR-3.

Εικόνα 4.15 Ηλεκτροφόρθςθ του προϊόντοσ τθσ PCR-2 (1,2 % agarose gel, 
TBE 0,5X, Ladder (L): Minotech 100 bp. Συγζντρωςθ του προϊόντοσ ζπειτα 
από ανάκτθςθ: 31,4 ng/μΚ (1
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Στθν PCR-3 (4.16) χρθςιμοποι|Κθκαν οι εκκινθτζσ U6P-F και R3-Cpf1-BsaI, μζςω του οποίου 
ιταν εφικτι θ προςκικθ μίασ εκ των δφο διαδοχικϊν και αντιπαράλλθλων κζςεων 
αναγνϊριςθσ του ενηφμου BsaI, με αποτζλεςμα το μζγεκοσ του προϊόντοσ ενίςχυςθσ να 
είναι πλζον 505 bp.

Εικόνα 4.16 Σχθματικι απεικόνιςθ του προϊόντοσ 
τθσ PCR-3

Εικόνα 4.17 Ηλεκτροφόρθςθ του προϊόντοσ τθσ PCR-3 ( 
1,2% agarose gel, TBE 0,5X, Ladder (L): Minotech 100 bp. 
Συγκζντρωςθ: 20 ng^l

Η καταςκευι ολοκλθρϊκθκε με τθν τελευταία Overhang PCR-4 (Εικ. 4.18). Μζςω τθσ 
αντίδραςθσ αυτισ προςτζκθκε το τελευταίο τμιμα τθσ καταςκευισ με χριςθ των 
εκκινθτϊν U6P-F και R4-BsaI-U6T-SacII (Εικ. 4.18). Με τον ςυγκεκριμζνο εκκινθτι ιταν 
εφικτι θ προςκικθ τθσ δεφτερθσ εκ των δφο διαδοχικϊν και αντιπαράλλθλων κζςεων 
αναγνϊριςθσ του ενηφμου BsaI, του τερματιςτι U6T και μία κζςθ αναγνϊριςθσ του ενηφμου 
SacII με αποτζλεςμα το μζγεκοσ του προϊόντοσ ενίςχυςθσ να είναι πλζον 531 bp.

4.18 Σχθματικ| απεικόνιςθ του προϊόντοσ τθσ PCR-4

Εικόνα 4.19 Ηλεκτροφόρθςθ του προϊόντοσ τθσ 
PCR-4 (1,2 % agarose gel, TBE 0,5X, Ladder (L): 
Minotech 100 bp. Συγκζντρωςθ: 14,4 ng^l 47



Σελικά, για τθν απομόνωςθ ικανισ ποςότθτασ τθσ καταςκευισ που δθμιουργικθκε μζςω 
των Overhang PCR με ςκοπό τθν κλωνοποίθςι τθσ ςτον φορζα pBac-KTT-015 
πραγματοποιικθκε και μια απλι PCR (PCR-5) χρθςιμοποιϊντασ τουσ εκκινθτζσ: U6P-F και 
U6T-Bo-Cpf1-R. Σο προϊόν τθσ PCR-5 αλλθλουχικθκε με τον εκκινθτι U6P-F, και 
επιβεβαιϊκθκε θ επιτυχισ οργάνωςθ τθσ γενετικισ καταςκευισ για τθν ζκφραςθ του 
sgRNA τθσ Cpf1.

Εικόνα 4.20 Ηλεκτροφόρθςθ του προϊόντοσ τθσ 
PCR-5 (1,2% agarose gel, TBE 0,5X, Ladder (L): 
Minotech 100 bp. Συγκζντρωςθ: 19,5 ng/μΙ
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5. Συηιτθςθ

Ο δάκοσ, Bactrocera oleae, αποτελεί το ςθμαντικότερο παράςιτο τθσ ελιάσ. Η διαχείριςι 
του πραγματοποιείται με εντομοκτόνα τα οποία όχι μόνο είναι αναποτελεςματικά αλλά 
ακόμθ προκαλοφν ςθμαντικζσ επιπτϊςεισ ςτο περιβάλλον, τα οικοςυςτιματα και τθ 
δθμόςια υγεία. Οπότε είναι αναγκαία θ ανάπτυξθ τεχνικϊν ελζγχου οι οποίεσ είναι φιλικζσ 
προσ το περιβάλλον και ζχουν τθν απαραίτθτθ εξειδίκευςθ ςτο δάκο. Η ανάπτυξθ μεκόδων 
γενετικοφ ελζγχου που παρεμβαίνουν ςτο μθχανιςμό φυλοκακοριςμοφ υπζρ των 
αρςενικϊν, αποτελεί μια αρκετά υποςχόμενθ εναλλακτικι λφςθ. Μία τζτοια μζκοδοσ είναι 
το ςφςτθμα τεμαχιςμοφ του Χ χρωμοςϊματοσ, X-shredding, θ οποία ςτοχεφει να 
διαταράξει τθν αναλογία των κθλυκϊν και των αρςενικϊν απογόνων υπζρ των αρςενικϊν, 
να δθμιουργιςει πλεόναςμα αρςενικϊν ατόμων και κατά ςυνζπεια τθν μείωςθ του 
πλθκυςμοφ λόγω ζλλειψθσ κθλυκϊν (Windbichler et al., 2008; Galizi et al., 2014). Για να 
επιτευχκεί αυτό πρζπει να δθμιουργθκοφν γενετικά τροποποιθμζνα άτομα που κα 
εκφράηουν κατά τθ διάρκεια τθσ ςπερματογζνεςθσ μια ενδονουκλεάςθ που κα τζμνει 
ειδικζσ μικρζσ και επαναλαμβανόμενεσ αλλθλουχίεσ του Χ χρωμοςϊματοσ. Σε αυτ| τθν 
προςπάκεια μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν οι ενδονουκλεάςεσ του ςυςτιματοσ CRISPR. 
Επιτυχθμζνεσ εφαρμογζσ του X-shredding ζχουν ιδθ αναφερκεί ςε διάφορα ζντομα όπωσ 
το Anopheles gambiae (Galizi et al., 2016) και θ Ceratitis capitata (Meccariello et al., 2021).

Σκοπόσ τθσ παροφςασ διπλωματικ|σ εργαςίασ |ταν ο ςχεδιαςμόσ και θ δθμιουργία των 
κατάλλθλων γενετικϊν καταςκευϊν, ϊςτε θ χριςθ τουσ να επιτρζψει τθν εφαρμογι του 
ςυςτ|ματοσ X-shredding ςτο δάκο τθσ ελιάς. Συγκεκριμζνα δθμιουργ|Κθκαν δΦο 
καταςκευζσ ειδικζσ για τισ RNA-καΚοδθγοΦμενεσ ενδονουκλεάςεσ Cas9 και Cpfl αντίςτοιχα. 
Και οι δφο καταςκευζσ φζρουν τα ςτακερά τμιματα (scaffold) του sgRNA για τθν Cas9 και 
τθ Cpf1 αντίςτοιχα, ϊςτε να μποροφν να κλωνοποιθκοφν ςε αυτά τα κατάλλθλα sgRNA 
ζναντι των αλλθλουχιϊν-ςτόχϊν.

Η ενδονουκλεάςθ Cas9 αποτελεί τθν πιο ςυνικθ και αςφαλι επιλογι για τθν ανάπτυξθ 
του ςυςτιματοσ X-shredding, αφοφ αποτελεί τθν πιο μελετθμζνθ ενδονουκλεάςθ του 
ςυςτιματοσ CRISPR και με τθ χριςθ τθσ ζχει επιτυχϊσ προκλθκεί τεμαχιςμόσ του 
χρωμοςϊματοσ Χ και ςε άλλα ζντομα. Η επιλογι να δθμιουργθκεί ακόμθ ζνασ φορζασ 
αξιοποιϊντασ τθν ενδονουκλεάςθ Cpf1 ζγκειται ςτο γεγονόσ πωσ με βάςθ τθ βιβλιογραφία 
(Moreno-Mateos et al., 2017) θ λειτουργία τθσ Cpf1 εξαρτάται από τθ κερμοκραςία. Αυτό 
το χαρακτθριςτικό δίνει τθ δυνατότθτα ελζγχου τθσ δράςθσ τθσ ενδονουκλεάςθσ με βάςθ 
τθ κερμοκραςία. Δθλαδι το ςφςτθμα αυτό κα λειτουργεί επιπλζον ωσ ζνασ διακόπτθσ “on- 
off” ϊςτε ςτισ διαγονιδιακζσ μφγεσ που κα φζρουν τθ ςυγκεκριμζνθ καταςκευι να 
ελζγχεται θ ενεργότθτα τθσ ενδονουκλεάςθσ ανάλογα με τθ κερμοκραςία. Ζτςι θ 
λειτουργία του ςυςτιματοσ X-shredding κα μπορεί να ελεγχκεί χρονικά με βάςθ τισ 
εκάςτοτε ανάγκεσ τθσ μαηικισ εκτροφισ των εντόμων.

Οι αλλθλουχίεσ που περιζχονται ςτισ τελικζσ καταςκευζσ είναι θ ενδονουκλεάςθ, το 
ςτακερό τμιμα του gRNA (scaffold), ο δείκτθσ dsRed, όλεσ οι ρυκμιςτικζσ αλλθλουχίεσ 
αυτϊν των ςτοιχείων και τα άκρα 5’ και 3’ piggyBac για τθν ζνκεςθ τθσ ςυνολικισ 
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καταςκευισ ςτο γονιδίωμα του δάκου. Για τθν ζκφραςθ τθσ ενδονουκλεάςθσ 
χρθςιμοποιικθκε ο υποκινθτισ τθσ β2-τουμπουλίνθσ, ο οποίοσ ενεργοποιείται μόνο κατά 
τθ διάρκεια τθσ ςπερματογζνεςθσ, για τθν ζκφραςθ του gRNA χρθςιμοποιικθκε ο 
υποκινθτισ U6P ο οποίοσ είναι ιδιοςφςτατα ενεργόσ και για τον δείκτθ dsRed ο υποκινθτισ 
τθσ ουβικιτίνθσ. Οι δφο ενδονουκλεάςεσ διαφζρουν ςτον τρόπο που αναγνωρίηουν και 
τζμνουν το DNA-στόχο και απαιτοΦν gRNA με ξεχωριστά χαρακτθριστικά το καΚζνα, τα 
οποία ρυκμίηουν τθ δραςτικότθτα των ενδονουκλεαςϊν. Οπότε οι τελικζσ καταςκευζσ 
διαφζρουν μόνο στθν ενδονουκλεάσθ που περιζχουν και στθν αλλθλουχία του gRNA.

Η αλλθλουχία του gRNA που περιλαμβάνεται σε κάκε κατασκευι αντιπροσωπεφει το 
στακερό τμιμα crRNA που απαιτείται για τθ δθμιουργία τθσ δευτεροταγοφσ δομισ του 
gRNA που αναγνωρίηεται από τθ δεδομζνθ ενδονουκλεάσθ. Σο μεταβλθτό τμιμα αποτελεί 
τθν αλλθλουχία του spacer και είναι αυτό που αναγνωρίηει τθν αλλθλουχία του DNA- 
στόχου και είναι συμπλθρωματικό με αυτό. Ο σχεδιασμόσ των φορζων περιελάμβανε στθν 
επιμζρουσ κατασκευι του sgRNA τθν αλλθλουχία μόνο τθσ περιοχισ του στακεροφ 
τμιματοσ (scaffold) και ανοδικά (Cas9) ι κακοδικά (Cpf1) αυτισ δφο εν σειρά και 
αντιπαράλλθλεσ κζσεισ αναγνϊρισθσ του ενηφμου περιορισμοφ BsaI.

Οι κζσεισ αυτζσ δίνουν τθ δυνατότθτα τθσ ζνκεσθσ του μεταβλθτοφ τμιματοσ του gRNA 
δθλαδι τθσ αλλθλουχίασ στόχου χρθσιμοποιϊντασ τθ μζκοδο Golden Gate. Σο ζνηυμο BsaI 
ανικει στθν κατθγορία του τφπου IIS και κόβει ζξω από τθ κζσθ αναγνϊρισθσ και 
δθμιουργεί κολλϊδθ άκρα. Μετά τθν πζψθ θ κζσθ αναγνϊρισθσ παφει να υπάρχει για αυτό 
στθ Golden Gate κλωνοποίθσθ θ πζψθ και θ αντίδρασθ λιγάσθσ γίνεται ταυτόχρονα στθν 
ίδια αντίδρασθ. Η επιλογι αυτισ τθσ μεκόδου εξασφαλίηει ότι το αποτζλεσμα τθσ 
αντίδρασθσ τθσ λιγάσθσ είναι εξαιρετικά αποτελεσματικό και μθ αντιστρεπτό. Ο 
σχεδιασμόσ αυτόσ επιτρζπει να χρθσιμοποιείται ο συγκεκριμζνοσ φορζασ για 
διαφορετικοφσ στόχουσ, κλωνοποιϊντασ κάκε φορά τθν επικυμθτι αλλθλουχία του 
μεταβλθτοφ τμιματοσ gRNA.

Η κατασκευι του τελικοφ φορζα για τθν Cas9 ολοκλθρϊκθκε με επιτυχία και μπορεί 
περαιτζρω να χρθσιμοποιθκεί για τθν υποκλωνοποίθσθ του επικυμθτοφ sgRNA. Όσον 
αφορά τον τελικό φορζα για τθν Cpf1, ολοκλθρϊκθκε θ κατασκευι που κα εξασφαλίηει τθν 
ζκφρασθ του gRNA, ϊστε ακολοφκωσ αυτι να κλωνοποιθκεί στον φορζα piggyBac που 
φζρει τθν ενδονουκλεάσθ Cpf1 και τον δείκτθ μετασχθματισμοφ. Η κλωνοποίθσθ μπορεί να 
επιτευχΚεί είτε χρθσιμοποιϊντασ απευΚείασ το PCR-προϊόν είτε μετά από υποκλωνοποίθσθ 
του PCR-προϊόντοσ σε πλασμιδιακό φορζα.

Για τθ χρισθ του τελικοφ φορζα που δθμιουργικθκε στο σφστθμα X-shredding απαιτείται 
το μεταβλθτό τμιμα του sgRNA να αναγνωρίηει συμπλθρωματικά μια επαναλαμβανόμενθ 
αλλθλουχία που εντοπίηεται αποκλειστικά στο Χ χρωμόσωμα. Η εφρεσθ και θ επιλογι των 
κατάλλθλων gRNA για κάκε μια από τισ διαφορετικζσ ενδονουκλεάσεσ Cas9 και Cpf1 κα 
γίνει με το εργαλείο του Redkmer. Κάκε αλλθλουχία kmer που κα προκφψει από τθν 
ανάλυσθ αυτι κα αποτελεί το μεταβλθτό τμιμα του gRNA.

Μελλοντικζσ προσπάκειεσ κα εστιάσουν στθν κλωνοποίθσθ του κατάλλθλου gRNA που κα 
συντεκεί ωσ συνκετικό ολιγονουκλεοτίδιο στον τελικό φορζα piggyBac που δθμιουργικθκε
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από τθν παροφςα εργαςία. Ακολοφκωσ, ο τελικόσ αυτόσ φορζασ, μαηί με ζνα βοθκθτικό 
πλαςμίδιο που κα κωδικοποιεί το ζνηυμο τθσ τρανςποηάςθσ, κα μπορεί να εντεκεί μζςω 
μικροενζςεων ςε ζμβρυα δάκου, με ςκοπό τθ δθμιουργία αρςενικϊν διαγονιδιακϊν μυγϊν. 
Παρατιρθςθ των εντόμων μετά τισ μικροενζςεισ κάτω από κατάλλθλο φίλτρο για το 
γονίδιο-δείκτθ (dsRed), κα υποδείξει τον επιτυχι γενετικό μεταςχθματιςμό.

Μελλοντικζσ βελτιϊςεισ για το ςφςτθμα X-shredding

Η απόδοςθ του ςυςτιματοσ X-shredding που κα αναπτυχκεί, ςφμφωνα με αναλφκθκαν 
παραπάνω κα εξαρτθκεί ςε μεγάλο βακμό από τθν επιλογι των αλλθλουχιϊν-ςτόχων και 
τθν αποτελεςματικ| ρΦΚμιςθ τθσ ζκφρας|σ του. Συνεπϊσ ενδζχεται μελλοντικά να 
απαιτθκοφν βελτιϊςεισ ϊςτε να επιτευχκοφν όςο το δυνατόν υψθλότερα επίπεδα 
παραμόρφωςθσ τθσ αναλογίασ φφλου.,. Μια βελτίωςθ του ςυςτιματοσ είναι θ ταυτόχρονθ 
ςτόχευςθ παραπάνω από μία αλλθλουχίασ ςτο Χ χρωμόςωμα μζςω τθσ διαδικαςίασ 
multiplex. Η ςτόχευςθ πραγματοποιείται χρθςιμοποιϊντασ περιςςότερα του ενόσ gRNAs, τα 
οποία εκφράηονται από τθν ίδια καταςκευι και υπό τον ζλεγχο του ίδιου υποκινθτι. Μια 
τζτοια προςζγγιςθ αναμζνεται να οδθγιςει ςε αποτελεςματικότερο κατακερματιςμό του X 
χρωμοςϊματοσ.

Μια δεφτερθ βελτίωςθ είναι θ ενςωμάτωςθ τθσ καταςκευισ ςτο χρωμόςωμα Τ, δθλαδι θ 
δθμιουργία ενόσ gene drive. Ζνα gene drive ςυνιςτά ζναν μθχανιςμό ο οποίοσ ξεπερνά τουσ 
παραδοςιακοφσ νόμουσ του Mendel όςον αφορά τθ γενετικι κλθρονόμθςθ. Η 
κλθρονόμθςθ του χαρακτθριςτικοφ παραμορφϊνεται και αυξάνεται ςε ζναν πλθκυςμό 
παρά τθν αρνθτικι επίδραςθ που μπορεί να ζχει ςτθ φυςικι κατάςταςθ του εντόμου. 
Επομζνωσ θ κλθρονόμθςθ τθσ καταςκευισ γίνεται ςε όλουσ τουσ αρςενικοφσ απόγονουσ, 
ακόμθ και αν θ αρχικι απελευκζρωςθ των διαγονιδιακϊν ατόμων είναι μικρι, το 
χαρακτθριςτικό ςυνεχίηει να παραμζνει ςτον πλθκυςμό και τελικά μπορεί να τον 
καταςτείλει κακϊσ θ καταςκευι είναι αυτοςυντθροφμενθ. Ωςτόςο, θ ειςαγωγι τθσ 
καταςκευισ ςτο Τ χρωμόςωμα αποτελεί πρόκλθςθ λόγω τθσ ετεροχρωματινικισ του φφςθσ 
κακϊσ περιζχει πολλζσ επαναλιψεισ και είναι ςε μεγάλο βακμό ςε καταςτολι κατά τθ 
διάρκεια τθσ μείωςθσ.
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6. Παράρτθμα

• Χαρακτθριςτικά εκκινθτϊν PCR

Οι εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθ ςφνκεςθ του τμιματοσ SacII-U6P-Cpf1scaffold- 
BsaI-U6T-SacII.

Όνομα εκκινθτ| Αλλθλουχία Trn1 m

ΜζγεΚοσ 
αναμενόμενου 

προϊόντοσ
U6P-F CCGCGGGTGTAACTATGTATGT 60,3 °C -
U6P-R1 GAATTTATGCCAII IIAGTTGGTACT 58,2 °C 475 bp
R2-U6P-Cpf1 ATCTACACTTAGTAGAAATTACCGAAIII ATGCCAIIIIAGII 65,6 °C 498 bp
R3-Cpf1-BsaI GGTCTCAATCTACACTTAGTAGAAATTA 59,3 °C 505 bp
R4-Bsa-U6T-SacII CCGCGGAAAAAAAATAAGAGACCAGAGGTCTCAATCTACA 70,5 °C 531 bp
U6T-Bo-Cpf1-R CCGCGGAAAAAAAATAAGAGACC 61,3 °C 531 bp

• Υλικά και Μζκοδοι

Για την προετοιμαςία του LB broth

Για 50 ml:

1. Μζτρθςθ 1,25 gr ςκόνθ LB broth και τοποκζτθςθ ςε αποςτειρωμζνο μπουκάλι.

2. Προςκικθ 50 ml H2O και ελαφριά ανακίνθςθ.

3. Σοποκζτθςθ του διαλφματοσ ςτθν αποςτείρωςθ.

Για relaxed plasmids θ προτεινόμενθ ςυγκζντρωςθ του αντιβιοτικοφ είναι 50μg/ml

4. ΠροςΚ|κθ 250 μΙ καναμυκίνθ (10 mg/ml) μετά τθν αποςτείρωςθ.

Για την προετοιμαςία τρυβλίων LB άγαρ με καναμυκίνη

Για 150 ml:

1. Μζτρθςθ 5,25 gr ςκόνθ LB agar και τοποκζτθςθ ςε αποςτειρωμζνο μπουκάλι.

2. Προςκικθ 150 ml H2O και ανακίνθςθ.

3. Σοποκζτθςθ του διαλφματοσ ςτθν αποςτείρωςθ.
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Για relaxed plasmids θ ςυγκζντρωςθ του αντιβιοτικοφ είναι 50μg/ml

4. ΠροςΚ|κθ 750 μΙ καναμυκίνθ (10mg/ml) και ανακίνθςθ.

5. Στρϊςιμο των τρυβλίων.

6. Σοποκζτθςθ των τρυβλίων ανάποδα και τφλιγμα με μεμβράνθ.
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